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MULTIPLICACAO E CONSERVACAO DE BROMELIACEAE
ORNAMENTAIS.

Autor: Moema Angélica Chaves da Rocha

Orientadora: Dr?. Maria Angélica P. de Carvalho Costa

RESUMO: O trabalho teve como objetivo estudar a multiplicacdo e conservagéo in
vitro de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea
distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia
catingae Ule var. catingae, e a germinacdo e vigor de plantulas de Hohenbergia
stellata Schultes f. e Neoregelia sanguinea em diferentes substratos. Para a

multiplicacéo in vitro segmentos do talo foram incubados em meio de cultura MS

suplementado com 30 g L™ de sacarose, 2 g L de Phytagel®, 0,5 mg.L™ de ANA e
0,0; 2,0; 40 e 6,0 mg.L? de BAP. As melhores médias de brotos/explante,
independente das espécies estudadas, ocorreram no tratamento com 2,0 mg L™ de

BAP e 0,5 mg,|_'l de ANA. Para a conservagdo in vitro plantulas com

aproximadamente foram incubadas em meio de cultura MS e ¥ MS, acrescido de 2 g
L de Phytagel® com sacarose ou manitol ou a combinacdo da sacarose com o
manitol, onde permaneceram por 360 dias. Os melhores resultados da ocorreram em
meio % Ms contendo 15 g.L™* de manitol, independente da espécie estudada, sem
comprometer a fase de recuperacdo do material conservado. Para a germinacéo e
vigor de plantulas as sementes foram submetidas a cinco tratamentos: Papel no
escuro; Papel, areia, Vermiculita® e Plantmax® na luz; e mantidas em camaras BOD
a 30 °C. As avaliacbes da germinacao foram diarias. Foi considerada como semente
germinada quando ocorreu 0 rompimento dos tegumentos e protrusdo da raiz
priméria. A germinacao iniciou-se a partir do 4° dia ap6s a semeadura para a
Hohenbergia stellata Schultes f. e a partir do 5° dia para a Neoregelia sanguinea. A
germinacao foi caracterizada como do tipo epigea e plantulas criptocotiledonares
para ambas as espécies. O substrato Vermiculita® se destacou para a Hohenbergia
stellata Schultes f. Para a Neoregelia sanguinea os substratos avaliados nao

diferiram entre si.

Palavras-chave : Recursos genéticos, BAP, manitol, substrato.



MULTIPLICATION AND CONSERVATION OF ORNAMENTAL
BROMELIACEAE.

Author: Moema Angélica Chaves da Rocha

Advisor: Dr* Maria Angélica P. de Carvalho Costa

ABSTRACT: This study aimed to study the in vitro multiplication and conservation of
Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem.
var. distichantha, Aechmea multiflora LBSm and Hohenbergia catingae Ule var.
catingae, and germination and seedling vigor in Hohenbergia stellata Schultes f.
Neoregelia sanguinea and on different substrates. For the in vitro multiplication of the
stem segments were incubated in MS medium supplemented with 30 gL™ sucrose, 2
gL Phytagel ®, 0.5 mg L* NAA and 0.0, 2.0 , 4.0 and 6.0 mg L™ BAP. The best
mean shoots / explant, regardless of species, occurred in the treatment with 2.0 mg.L"
! BAP and 0.5 mg.L™* NAA. For the conservation of in vitro plantlets were incubated
with approximately in culture medium MS and % MS plus 2 g L-1 Phytagel® with
sucrose or manithol or a combination of sucrose with manithol, where they remained
for 360 days. The best results occurred in ¥+ MS medium containing 15 gL™ of
manithol, regardless of the species studied, without compromising the recovery
phase of the preserved material. For germination and seedling vigor seeds were
subjected to five treatments: Role in the dark; paper, sand, vermiculite and Plantmax®
in light, and kept in BOD at 30°C. Assessments of germination were daily. Was
considered germinated seed when there was disruption of the tegument and radicle
protrusion. The germination started from the 4th day after sowing for Hohenbergia
stellata Schultes f. and from day 5 to Neoregelia sanguinea. Germination was
characterized as a cryptocotylar epigeal and seedlings for both species. The
substrate Vermiculite® stood out for Hohenbergia stellata Schultes f. Neoregelia

sanguinea for the substrates used did not differ.

Keywords : Genetic resources, BAP, manithol, substrate.



INTRODUCAO

Exoticas e donas de uma enorme diversidade de cores e tamanhos, as
Bromeliaceae conquistaram seu espaco nos projetos paisagisticos. A popularizacao
dessas plantas € um processo relativamente recente, dos famosos jardins de Burle
Marx (MELO, 1996), passaram a ser presenca quase obrigatdria tanto nos jardins e
residéncias mais simples como nas mais sofisticadas.

Cristovao Colombo foi o primeiro europeu a maravilhar-se com uma
Bromeliaceae, o abacaxi (Ananas comosus), na Ilha de Guadalupe no Caribe em
1493, porém ha que diga que estas plantas foram descobertas pelo explorador
francés Abade Charles Plumier Bégon no final do século XVII. A beleza versatil
dessa planta nativa das Américas nunca mais deixou de impressionar
(SUPERINTERESSANTE, 1999). Segundo Rabelo (2009) a denominagcdao das
bromélias € atribuida ao Padre francés Charles Plumier que assim o fez em
homenagem ao botanico sueco Olaf Bromel. Popularmente sdo conhecidas como
bromélias, caraguatas ou gravatas. Podem ser encontradas tanto ao nivel do mar
como em montanhas com quatro mil metros de altitude, como a Imperialis.
Dependendo da espécie, elas sobrevivem em desertos, em lugares umidos e até em
temperaturas abaixo de zero.

As bromélias podem ser encontradas em todo o territorio brasileiro, sendo a
Floresta Atlantica seu principal reduto. Segundo Leme (1996) além da significancia,
enquanto entidade biolégica ressalta-se que as Bromeliaceae apresentam elevado
grau de importancia ecolégica nos ecossistemas onde se inserem. Destas plantas
dependem os ciclos de vida de uma série de animais como pequenos anfibios e
insetos. Sao também importantes fontes de recursos até mesmo para algumas
espécies de primatas, como 0S micos que se alimentam de seus frutos e
infrutescéncias, além de ingerirem a agua armazenada entre suas folhas (ROCHA et
al. 1997).

O consumo de espécies da familia Bromeliaceae no Brasil foi iniciado a partir da
década de setenta, quando a Aechmea fasciata (Lindley) Baker, uma planta nativa

do Rio de Janeiro, despertou grande procura por parte de consumidores de plantas
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ornamentais. A insuficiéncia de plantas desta espécie provocou, também, uma
difusdo de outras espécies de menor expressao comercial. Iniciava-se nesta época,
portanto, o ciclo de extrativismo de bromélias com finalidade lucrativa no Brasil. Este
processo, inicialmente observado no Rio de Janeiro, também ocorreu em varios
outros estados (COFFANI-NUNES, 1997).

A comercializacdo dessas plantas € expressiva, para colecionadores e
comerciantes, o que incentiva a coleta ilegal de espécies de maior beleza,
acarretando a reducdo de populacbes naturais e aumento do niumero de espécies
em risco de extingdo (MELO, 1996). Frente a crescente demanda associada a alta
disponibilidade de bromélias em ambiente natural e o acesso amplamente facilitado
a estas, o extrativismo de bromélias no Brasil teve continua ampliacdo. Esta acéo
predatéria, associada a reducdo e fragmentacdo da Floresta Atlantica, sem a
reposicao natural dos estoques nas florestas, provocou grandes danos ambientais,
entre estes a reducdo da diversidade especifica. Em 1990, registra-se que varias
espécies de bromélias estavam ameacadas de entrar em processo de extincdo
como, por exemplo: Aechmea apocalyptica Reitz e Vriesea pinottii Reitz (BRASIL,
1992).

A preocupacdo com o0 extrativismo predatorio tem levado a pesquisa protocolos
de propagacdo e conservacdo das espécies nativas, a fim de que a exploracédo
excessiva do germoplasma nacional ndo conduza a um cenario de erosao genética
irreversivel e segundo. Segundo Silveira (2009) a producdo de mudas para atender
ao mercado seria uma estratégia para reduzir o extrativismo, além de regularizar
essa cadeia e garantir a demanda, entretanto a propagacao das bromélias € lenta, e
geralmente apos a floracdo, apenas uma muda € produzida por planta (HOSOK;
ASAHIRA, 1980).

As espécies nativas, de um modo geral, apresentam crescimento lento, dai
também a importancia de se definir um substrato que promova boa a velocidade e
uniformidade na germinacéo aliado a temperatura e a boas condi¢6es fisioldgicas da
semente. O teste de germinacao € o parametro oficial mais utilizado para a avaliacao
da qualidade fisiolégica de uma semente, sendo de elevada importancia em
programas de controle de qualidade (CAMPOS, 1997) e segundo Aguiar et al. (1993)
0 conhecimento da germinacdo tem sido ressaltado, por diversos autores, como
imprescindivel para se compreender o ciclo biolégico e o0s processos de

estabelecimento da vegetacdo nativa, assim como para producdo de mudas em
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viveiros. Para um grande numero de espécies cultivadas existem recomendacgdes
para conducédo do teste de germinacédo (BRASIL, 1992). No entanto, espécies como
as a familia Bromeliaceae necessitam de informacgdes. Segundo Mercier e Guerreiro
Filho (1990) a germinacdo de sementes € um aspecto pouco estudado na
reproducdo de bromélias.

A micropropagacao de Bromeliaceae tem sido considerada uma importante
técnica para otimizar a producédo dessas plantas de modo a atender o mercado de
ornamentais, e ja vem sendo relatada com éxito. Varios estudos foram realizados
visando o cultivo in vitro de bromélias de interesse comercial e também das
bromélias endémicas, raras e/ou ameacadas de extingdo (RECH-FILHO et al. 2005;
MOREIRA, 2008; MOREIRA et al. 2008; SILVEIRA et al. 2009). A possibilidade da
utilizacdo dos métodos de conservacao in vitro também € atrativa tanto por motivos
econdbmicos quanto praticos, sendo um componente adicional importante do
tratamento de recursos genéticos (WITHERS; WILLIAMS, 1998). O emprego das
técnicas de cultura de tecidos in vitro € de grande interesse para a conservacao de
germoplasma de espécies com sementes recalcitrantes, de espécies que se
propagam vegetativamente, bem como de espécies em extingdo, gendtipos elite e
material geneticamente modificado (ROCA et al., 1991; ENGELMAN, 1998).

Familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae sdo plantas monocotiledéneas e esta dividida em trés
subfamilias: Pitcairnioideae Harms, Tiliandisiodeae Harms e Bromelioideae
Reichenbach, sendo todas nativas das zonas tropicais e subtropicais do continente
americano entre os paralelos 37°N e 44°S nas mais variadas condicGes de altitude,
temperatura e umidade (WENDT, 1999), com excecdo de uma unica espécie,
Pitcairnia feliciana, que ocorre na Africa. Segundo Smith e Downs (1974) as
bromelidceas ocorrem desde o nivel do mar até as montanhas andinas a cerca de
4.000 metros de altitude. Seus representantes sao encontrados em todos os tipos de
vegetacdo, desde ambientes mesofilicos até xéricos (BENZING, 2000). No Brasil,
ocorrem cerca de 40% das espécies e 73% dos géneros, sendo que destes, 80%
sdo encontrados na Mata Atlantica (LEME; MARIGO 1993). De acordo com Luther

(2006) compreende 58 géneros e cerca de 3.086 espécies. Os principais géneros de
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bromélias ornamentais comercializados sao Neoregelia, Vriesea, Guzmania e
Aechmea.

Inventarios floristicos em diversos trechos do dominio Atlantico vém apontando a
Bromeliaceae entre as familias de maior riqueza e diversidade tanto genérica quanto
especifica (AMORIM et al.,, 2005; MARTINELLI, 2006) apresentando grande
variabilidade de formas, sendo em geral plantas bem caracteristicas e ornamentais.
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.

Subfamilia Bromelioideae

Bromelioideae inclui 29 géneros e cerca de 760 espécies (BENZING, 2000),
concentradas principalmente na Mata Atlantica (MARTINELLI et al. 2008). Além do
género Bromélia que serviu de base para a descricdo da familia e da subfamilia
diversos outros ocorrem no Brasil, tais como: Aechmea, Ananas, Billbergia,
Canistrum, Nidularium e Quesnelia (WANDERLEY, 1992). A subfamilia é
caracterizada por abrigar espécies epifitas, terrestres ou rupicolas, com folhas de
margens aculeadas; escamas peltadas com células irregularmente arranjadas; ovario
infero; Ovulos obtusos a caudados; frutos bacaceos e sementes nédo aladas (SMITH;
DOWNS 1974; MOREIRA et al., 2006; GIVINISH et al., 2007).

O género 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 ornamentacdo de paisagens domésticas.
Muitas das espécies deste género sdo epifitas e possui cerca de 170 espécies. As
folhas apresentam faixas transversais brancas sobre o fundo verde na parte adaxial
e roxo escuro numa parte abaxial. Sua reproducao 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
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colorido A planta pode atingir a dimensao de 0,50 x 0,50 m na sua fase adulta
(REITZ, 1983; LORENZI, 2001; PAULA, 2000).

Figura 1. Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia
(A), Aechmea distichantha Lem. var. distichantha (B), Aechmea
multiflora L.B.Sm (C).

O género Hohenbergia

S&o plantas encontradas no Brasil, Venezuela e Pequenas Antilhas. E composto
por 50 espécies. Plantas epifitas, terrestres ou saxicolas herbaceas acaules. Folhas

em rosetas, polisticas, bainha geralmente larga, castanho-escuro na base, lamina
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ligulada ou subtriangular espinoso-serrada. Escapo bem desenvolvido, bracteas
escapais imbricadas. Inflorescéncia de espigas estrobiladas, 2-4 pinadas. Bracteas
florais sempre cobrindo o ovario e as sépalas, flores sésseis, sépalas assimétricas,
nunca mucronadas, pétalas com duas ligulas, a lamina divergente na antese.
Estames inclusos, ovarios totalmente inferiores, 6vulos longos caudados. Fruto baga,
semente eliptica (PAULA,; SILVA, 2004; CARVALHO, 1994).

Figura 2. Hohenbergia catingae Ule var. catingae (A), Hohenbergia stellata
Schultes f. (B). Cruz das Almas — BA, 2010.

O género Neoregelia

A maioria das espécies sao epifitas ou rupicolas. Sdo encontradas no Brasil,
Colémbia, Equador e Peru. Uma descricdo mais especifica é dada por Blossfeld
(1964), que descreve as bromélias do género Neoregelia como plantas que possuem
folhas largas, arqueadas, com suas margens espinhentas. As inflorescéncias se
formam numa depressdo no centro da planta, formando um receptaculo para
recolher agua. As folhas que rodeiam as inflorescéncias sao brilhantes e coloridas.
Os frutos se desenvolvem dentro da agua. A beleza destas plantas reside no colorido
extraordinario que as folhas internas do funil tomam na época da floragdo. Este
maravilhoso colorido persiste durante varios meses e desaparece s6 com a
maturacdo dos frutos e subseqiiente morte do caule, que logo é substituido pelos
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brotos, os quais ja antes do inicio da floracdo surgem em sua base para perpetuar a

espécie.

Figura 3. Neoregelia sanguinea. Cruz das Almas —

Propagacéo

A propagacao em Bromeliaceae pode ser tanto seminifera quanto vegetativa
através de brotacdes laterais. De acordo com Reitz (1983), o processo de
autofecundacédo parece ser raro em bromeliaceas, uma vez que a maioria das flores
estudadas € protandrica. Sendo a polinizacéo feita, principalmente, por morcegos,
borboletas, abelhas e mangangavas. Em ambientes fechados a polinizacao artificial
deve ser realizada de preferéncia usando individuos diferentes, pois a auto-
esterilidade ocorre com frequéncia. Segundo Paula (2000), este tipo de propagacéo,
devido a grande desuniformidade no desenvolvimento das plantas, tem dificultado o
plantio comercial. Além do que, a propagacdo sexuada de bromélias € demorada,
pois apenas para a maturacdo das sementes pode levar até um ano apos a
polinizacdo, dependendo da espécie.

Plantas epifitas, como as da familia Bromeliaceae, na propagacédo sexuada, por
apresentam crescimento lento, exigem para seu desenvolvimento substratos de
baixa densidade, alta permeabilidade e aeracéo e que promovam boa a velocidade e
uniformidade na germinacdo, isso tudo aliado a temperatura e a boas condi¢cdes
fisiologicas da semente (CAMPOS, 1997).
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Quanto a propagacdo vegetativa as taxas de multiplicagdo pelos métodos
convencionais sdo muito baixas, demandando bastante tempo para a obtencao de
um namero de mudas, haja vista que o numero de brotacdes laterais formadas pela
planta matriz é bastante limitado. De acordo com Ventura et al. (1993) a taxa média

de producgéo de mudas por planta varia de 3 a 6 mudas ao final de um ano e meio.

Propagacédo in vitro

A técnica de cultivo in vitro pode ser aplicada para as duas formas de propagacéo
em Bromeliaceae. Na propagacdo sexuada o uso de sementes permite o maior
namero de plantas, que ecologicamente pode ser usadas na preservacao de
espécies ameacadas (ZORNIG, 1996; SARASAN et al. 2006).

A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacao
devido ao tamanho dos explantes, é a aplicacdo préatica da cultura de tecidos.
Diversos paises do mundo utilizam a técnica de micropropagacdo em escala
comercial com intuito de acelerar os métodos convencionais de propagacdo de
espécies de interesse comercial, como as plantas ornamentais (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

A micropropagacdo € realizada em quatro estagios, os quais podem ser
manipulados através da modificacdo do meio e das condi¢cbes ambientais. Esses
estagios sdo: (1) estabelecimento; (2) multiplicacéo; (3) formacao de raiz, que pode
ser realizada tanto em condicbes in vitro como ex vitro e (4) aclimatizacao
(HARTMANN et al. 2002). Esse processo baseia-se na totipotencialidade das
células, ou seja, qualquer célula do organismo vegetal apresenta todas as
informacBes genéticas necessarias a regeneracdo de uma planta completa
(FRAGUAS, 2009). Entretanto, existem diferencas nos protocolos de multiplicagéo
estabelecidos para diferentes espécies, que vao depender das peculiaridades do
explante bem como da espécie de interesse (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

6.3 Conservacao in vitro
A conservacdo dos recursos genéticos vegetais, frente ao atual cenario de

destruicdo ambiental, € hoje uma demanda de interesse global e segundo Amaral

(2005), é imprescindivel priorizar estratégias para preservar 0S recursos geneéticos,
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bem como pesquisar novas técnicas de conservagdo, especialmente para as
espécies nativas.

A conservacao de germoplasma, de acordo com Mendes e Goes (1996), pode
consistir na manutencao de colecbes nos seus proprios locais de ocorréncia, nesse
caso chamada de conservacao in situ. Também €& possivel preservar 0s recursos
genéticos (na forma de embrides, sementes, explantes e individuos) por meio da
conservacao ex situ, isto é, em locais e condi¢bes distintas aos de ocorréncia
natural, podendo ocorrer in vitro ou ex vitro.

O processo de conservacdo invitro apresenta diversas vantagens sobre o
processo de conservacdo de germoplasma no campo (ex vitro), e dentre elas
destacam-se a necessidade de menor espaco para ocupacdo do material;
manutencdo de material vegetal livre de patdgenos; disponibilidade de material para
ser imediatamente propagado, e tem o objetivo de reduzir ou até suprimir o
crescimento das células e tecidos, diminuindo drasticamente o metabolismo da
planta, sem afetar sua viabilidade (DORION etal., 1991; WITHERS; WILLIAMS,
1998) aumentando ao maximo o intervalo entre os subcultivos, reduzindo-se assim a
mao-de-obra e 0 espago necessarios para a sua conservacao.

Entre as técnicas mais utilizadas para reduzir o crescimento in vitro encontra-se a
reducdo da temperatura de incubacdo e a aplicacdo de agentes osmoticos e
hormonais ao meio nutritivo (CONCEICAO etal., 1998; MARTIN etal., 1998;
GOLMIRZAIE; TOLEDO, 1999). Outro procedimento indicado para 0 mesmo objetivo
€ o0 de diminuir a concentracdo dos componentes salinos e organicos do meio de
cultura. Tem sido relatada a possibilidade de reduzir a concentracao de sais do meio
MS, para diversas espécies, visando melhorar o desenvolvimento das plantas e a
reducdo nos custos (GEORGE; SHERRINGTON, 1984). Paiva et al. (1997)
utilizaram 50% dos sais do meio MS, obtendo um bom desenvolvimento in vitro de
gloxinia. Concentracdes de sais no meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4,
possibilitaram melhor enraizamento in vitro de amoreira preta, cultivar ‘Caiguangue’
(DANTAS et al., 2000).

Os agentes osmoticos, tais como manitol, sorbitol, sacarose, dentre outros, ao
serem adicionados ao meio de cultura, atuam externamente, removendo 0 excesso
da agua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o crescimento da

cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET et al., 1993). Todavia, vale salientar que
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essas técnicas, ao estender o intervalo entre os subcultivos, ndo devem
comprometer a qualidade e viabilidade dos explantes.

A reducdo da temperatura nas salas de crescimento, aliada a diminuicdo na
concentracdo dos macronutrientes e micronutrientes e da concentracdo de sacarose
do meio de cultura, tém sido estratégias que, ao serem aplicadas conjuntamente,
vem obtendo sucesso no estabelecimento de condi¢Bes favoraveis a conservacao in
vitro em algumas culturas como a maca, péra, ameixa e cereja (WILKINS et al.,
1988); a cana de acucar (LEMOS et al., 2002), o abacaxi (ZEE; MUNEKATA, 1992;
BALZON et al., 2008).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi desenviver um protocolo eficiente
para a multiplicacdo e conservacdo sob crescimento minimo, ambos in vitro, das
espécies Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea
distichantha Lem. var. distichantha, vulneraveis a extincdo, Aechmea multiflora
L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae, bem como identificar substratos
que promovam melhor germinacdo e desenvolvimento poés-seminal das

Bromeliaceae Hohenbergia sp. e Neoregelia sp.
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CAPITULO 1

PRODUCAO DE MUDAS DE BROMELIACEAE IN VITRO.!

! Artigo ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico In Vitro Cellular & Developmental
Biology Plant



PRODUCAO DE MUDAS DE BROMELIACEAS IN VITRO.

Resumo: O trabalho teve como objetivo estudar o efeito da benzilaminopurina (BAP)
na producdo de mudas in vitro de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora
L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae. Segmentos do talo, de plantulas
germinadas in vitro foram incubados em meio de cultura MS suplementado com 30
g.L™" de sacarose, 2 g.L! de Phytagel®, 0,5 mg.L" de 4cido naftalenoacético (ANA) e
0,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L" de benzilaminopurina (BAP). Foram realizados cinco
subcultivos em intervalos de 45 dias, totalizando de 225 dias de cultivo. Qs
resultados demonstram que as melhores médias de brotos/explante, independente
das espécies estudadas, ocorreram no tratamento que continha 2,0 mg.L™ de BAP
com 0,5 mg.L™" de (ANA) demonstrando a viabilidade da técnica de micropropagacao

para a producdo de mudas in vitro das espécies em estudo.

Palavras-chave: Multiplicacdo, BAP, ornamentais.



PRODUCTION OF SEEDLINGS IN VITRO BROMELIADS.

Abstract: The study aimed to investigate the effect of benzylaminopurine (BAP) in
the production of seedlings in vitro Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora LBSm
and Hohenbergia catingae Ule var. catingae. Stem segments, seedlings germinated
in vitro were incubated in MS medium supplemented with 30gL™ sucrose, 2gL™
Phytagel®, 0.5mg.L™" naphthaleneacetic acid (NAA) and 0.0, 2.0, 4.0 and 6.0 mg.L*
of benzylaminopurine (BAP). Five subcultures were performed every 45 days, totaling
225 days of cultivation. The results show that the best mean shoots/explant,
regardless of species, occurred in the treatment containing 2.0 mg.L™ BAP and 0.5
mg.L* ANA demonstrating the feasibility of the technique micropropagation for the

production of in vitro seedlings of the species studied.

Keywords: Multiplication, BAP, ornamental.



INTRODUCAO

O bioma da Mata Atlantica contém alta diversidade genética de espécies
endémicas. Inventarios floristicos em diversos trechos do dominio Atlantico vém
apontando Bromeliaceae entre as familias de maior riqueza e diversidade tanto
genérica, quanto especifica (ARAUJO, 2000; COSTA; DIAS, 2001; MAMEDE et al.
2001; ASSIS et al. 2004; AMORIM et al. 2005; MARTINELLI, 2006). Por outro lado,
sdo os estados da Regido Sudeste e o sul da Bahia que abrigam uma grande
diversidade de espécies de bromélias ficando evidente que esta regido € o principal
centro de diversidade e endemismo da familia (MARTINELLI, 1988).

Dentre dos taxons de Bromeliaceae ocorrentes na Mata Atlantica encontram-se a
Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem.
var. distichantha, vulneraveis a extincdo, Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia
catingae Ule var. catingae, criticamente ameacada de extin¢ao.

A comercializacdo de bromélias se da, prioritariamente, por seu uso ornamental,
constituindo-se em atividade fortemente extrativista. A falta de um sistema de
producdo, aliada a demanda que existe para o comeércio dessas plantas, leva
pequenos agricultores inseridos em comunidades de baixa renda que tém neste
produto uma alternativa de incremento de renda (ADAMI, 2001; ANACLETO, 2001) a
exercer tal atividade, ampliando desta forma a pressao extrativista, e colocando
véarias espécies na condicdo de ameacada.

A producdo de mudas para atender ao mercado seria uma estratégia para reduzir
0 extrativismo predatorio, além de regularizar essa cadeia e garantir a demanda
(SILVEIRA, 2009). Entretanto a propagacao das bromélias é lenta, e geralmente
apos a floragdo, apenas uma muda € produzida por planta (HOSOKT ASAHIRA,
1980).

Em vista disso, a cultura de tecidos, com suas inimeras técnicas, pode ser uma
alternativa na solucdo desse problema, visto que a micropropagacdo permite a
producédo de um elevado niumero de mudas, em curto espaco de tempo e ocupando
espaco significativamente reduzido.

A micropropagacado de bromélias tem sido considerada uma importante técnica
para otimizar a producdo dessas plantas de modo a atender o mercado de
ornamentais, e ja vem sendo relatada com éxito. Varios estudos tém sido realizados

visando o cultivo in vitro de bromélias de interesse comercial e também das
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bromélias endémicas, raras e/ou ameacadas de extingdo (ARRABAL et al. 2002;
RODRIGUES et al. 2004; RECH-FILHO et al. 2005; MERCIER; NIEVOLA, 2003;
MOREIRA, 2008 e MOREIRA et al. 2008; SILVEIRA et al. 2009).

Diversas espécies de bromélias sdo micropropagadas a partir de sementes como
Pticairnia flammea, Vriesea fosteriana e Tillandsia pohliana (NIEVOLA et al. 2001),
Vriesea reitzii (RECH-FILHO et al. 2005), Tillandsia eizii (PICKENS et al. 2003 e
PICKENS et al. 2006), Orthophytum mucugense e Neoregelia mucugensis
(BELLINTANI et al. 2007). Quando o objetivo, além da propagacéo, € a preservacao
do patriménio genético de uma dada espécie, a micropropagacao deve ser iniciada
por meio da germinacéo in vitro de sementes, coletadas de diferentes populagdes.
Esse procedimento impede a clonagem de espécies ainda pouco estudadas evitando
uma erosao genética significativa sobre esse germoplasma, visto que cada semente
sera uma matriz (SILVEIRA, 2009).

Para a adequacao do protocolo sdo necessarios estudos que garantam ajustes
em todas as etapas e considerando os diferentes fatores que podem afetar a
eficiéncia do sistema. De acordo com Caldas et al. (1998) dentre esses fatores, 0
meio de cultivo estd entre os mais relevantes, destacando-se, nos itens que 0
compdem, os reguladores vegetais, substancias determinantes do crescimento e do
padrdao de desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos. As
auxinas estdo envolvidas na regulacdo de varios processos fisiologicos como
dominancia apical, formacdo de raizes, dentre outros, sendo essencial para o0s
processos de divisdo e diferenciacdo celular. As citocininas sao importantes na
inducdo de brotacdes laterais, mobilizacdo de nutrientes e juntamente com auxina
atuam na morfogénese in vitro. A necessidade de adequacao fica evidente nos
resultados obtidos para diferentes espécies de plantas da familia bromeliacea, como
Dyckia distachya, (POMPELLI;, GUERRA 2005), Aechmea blanchetiana
(GALVANESE et al., 2007), Neoglaziovia variegata (SILVEIRA et al.,2009); espécies
do género Ananas (BORGES et al., 2003; CARVALHO et al., 2005; PASQUAL et al.,
2008; SOUZA et al., 2009).

Considerando a importancia das Bromeliaceae no cenario nacional, bem como da
conservagao da biodiversidade e a necessidade de desenvolver protocolos de
propagacédo, o trabalho teve como objetivo estudar o efeito da benzilaminopurina

(BAP) na producao de mudas in vitro de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
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bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora

L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
Estabelecimento do cultivo in vitro a partir de sementes

Foram utilizadas sementes retiradas de frutos maduros de Aechmea bromeliifolia
(Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha,
Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae. Inicialmente
as sementes foram lavadas em 4gua corrente e desinfestadas em alcool 70% por 1
minuto, seguido de solucéo de hipoclorito de sédio (Agua sanitaria comercial 2,5% de
cloro ativo) e agua destilada, na proporcdo 2:1, durante 20 minutos e lavadas por
trés vezes em agua destilada e autoclavada.

As sementes foram incubadas em fracos de vidro (100 x 70 mm) contendo 25 mL
do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de
sacarose, e solidificado com 2 g L™ de Phytagel®, (Figura 1) sendo o pH ajustado
para 5,7 = 0,1 antes da autoclavagem. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 22 pmol
m2 s e fotoperiodo de 16 h luz dia™® onde permaneceram por aproximadamente de
60 dias.

Multiplicac&do in vitro a partir de segmentos do talo

Segmentos do talo, com aproximadamente 0,5 cm de comprimento, das plantulas
germinadas in vitro (Figura 1E, 1F e 1G) foram incubados em frasco (100 x 70 mm)
contendo 25 mL do meio de cultura MS acrescido com 30 gL'1 de sacarose,
solidificado com 2 g.L' de Phytagel®, suplementado com 0,5 mgL™ de &cido
naftalenoacético (ANA) e 0,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L™* de benzilaminopurina (BAP). 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 120 por 2 0 minutos. As culturas foram
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mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2<C, sob fotoperiodo 16

h luz dia® e densidade de fluxo de fétons 22 pmol m2 s™*. Foram realizados cinco

subcultivos em intervalos de 45 dias, totalizando de 225 dias de cultivo. As variaveis

medidas para avaliacdo do crescimento e desenvolvimento dessas plantas nos
diferentes meios foram: a) nimero de brotos/explante, b) altura das brotacbes e c)
namero de raizes e d) nimero de brotagdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
de 4 X 4 (quatro espécies x quatro concentracdes de BAP) sendo cada tratamento
constituido de 4 repeticdes. A unidade experimental constituiu-se de 4 explante por
frasco. 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).

Visando o atendimento das pressuposicoes da analise de variancia, as médias

para as variaveis, numero de raizes e comprimento das brotagcbes foram

transformadas para vy +0,5- SQRT (Y + 0,5).
Aclimatizacao

Plantas enraizadas, oriundas da multiplicac&o in vitro, com aproximadamente 120
dias de idade foram transplantadas para foram retiradas dos frascos e tiveram suas
raizes lavadas em agua corrente para a remocao do excesso de meio de cultura. Em
seguida, foram transferidas para copos plasticos de 300 mL, devidamente
perfurados, para drenagem do excesso de agua, contendo como substrato terra
vegetal. Ao final de 30 dias foram observados a sobrevivéncia das plantas, sua

morfologia e desenvolvimento de parte aérea.

RESULTADOS E DISCUSSOES

No estabelecimento do cultivo in vitro a partir de sementes verifica-se que a
porcentagem de germinacdo foi de 100%, independente da espécie, aos 60 dias de
cultivo (dados néo apresentados). Estes resultados s&o similares aos encontrados na
literatura para outras espécies de bromeélias (DROSTE et al., 2005; GALVANESE et
al., 2007).
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O numero de brotos emitidos, a partir de segmentos do talo, independente da

espécie, foi influenciado pelas doses do regulador vegetal BAP. Verifica-se que a

concentracdo de 2,0 mg L™ proporcionou os melhores resultados com a formacéo de

8,81 brotacdes por explante, aos 255 dias de cultivo (Figura 1) a partir da qual houve

diminuicdo na emissdo do numero de brota¢des, sendo 78% da variancia, explicada

pelo modelo quadratico da regressdo. A dose de aproximadamente 6,0 mg L™

comprometeu significativamente a morfogénese e proporciona oxidacdo dos

explantes, sugerindo efeito fitotoxico (Figura 2).
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Figura 1 Efeito do BAP no numero de brotacbes por explante

independente da espécie estudada. Cruz das Almas - BA, 2010.
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Figura 2 Oxidagéb em explantes oriundos do meio de cultura MS

acrescido com 6,0 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de ANA (A-B). Cruz as

Almas - BA, 2010.

Diversos autores propdem a utilizacdo do BAP em combinacdo com o ANA para

a inducéo brotacdes, levando a alta taxa de multiplicacdo, em espécies da familia
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Bromeliaceae. Pompelli e Guerra (2005), estudando a micropropagacédo de Dyckia,
observaram maiores taxas de regeneracdo no meio MS liquido suplementado com
NAA (2 uM), BA (4 M) e PBZ (6 uM), resultando na inducdo de 133,58 brotos/
planta ap0s 142 dias de cultivo. Galvanese et. al (2007) observaram que a
combinacdo de 6,0 mg L* de BAP com 1,0 mgL™ de ANA, em Meio MS semi-
sélido, proporcionou um numero médio de 62 brotaces por explante aos 180 dias
de cultivo, em plantas de Aechmea blanchetiana. Borges et al. (2003), em estudo
com Ananas lucidus Miller, utilizaram gemas axilares para inducdo de brotacdes em
meio MS acrescido de 1,0 mg L™ de BAP e 0,1 mg L™ de ANA conseguindo 32,6
brotos/explante; Carvalho et al. (2009) estudando a micropropagacao de abacaxi
ornamental obtiveram uma maior formacéo brotacdes (3,75 brotos/explante) quando
se utilizou 13,32 yM de BAP; Pasqual et al. (2008) obteve em média 21 brotacdes
por explante em Ananas comosus var. erectifolius ao utilizar 1,5 mg L™ de BAP.
Avaliando o comportamento das diferentes espécies e considerando 0s géneros,
verifica-se que o género Aechmea € o que melhor responde as condi¢des de cultivo
estabelecidas, quando comparado com o género Hohenbergia. Dentre as espécies
observa-se que a Aechmea distichantha Lem. var. distichantha apresenta maior
capacidade responsiva, seguida da Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia. A Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae,
sdo as que apresentam os menores resultados, com 3,99 e 3,62 brotacbes por

explante respectivamente (Tabela 1 e Figura 3).
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Tabela 1. Numero médio de brotagdes por explante em diferentes concentracdes
de BAP ao longo de 225 dias, em espécies de bromelidceas. Cruz das Almas -
BA, 2010.

Concentracbes de BAP (mg. L ?)

Espécies 0,00 2,00 4,00 6,00 Média
Aechmea bromeliifolia var.
bromeliifolia 3,89bC 8,83bA 5,24bB  3,54bC 5,37B
Aechmea distichantha Lem. var.
distichantha 5,70aC 11,18aA 7,56aB 4,64aD 7,27A
Aechmea multiflora L.B.Sm 1,46cD 8,04cA 4,39cB 2,07cC 3,99C
Hohenbergia catingae Ule var.
catingae 1,10cC 7,19dA 4,47cB 1,72dC 3,62C
Média 3,04c 8,81a 5,41b 2,85¢c
CV(%) 18,06

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas linhas e mailscula nas colunas, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

= &
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Figura 3. Brotacbes de Aechmea bromeliifolia (a), Aechmea
distchantha Lem. var. distichantha (b), Aechmea multiflora (c) e
Hohenbergia catingae Ule var. catingae (d), em meio de cultura
MS suplementado com BAP (2,0 mg L™ e 0,5 mg L™ de ANA).
Cruz das Almas - BA, 2010.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Aranda-Peres (2005) na regeneracao
de plantas do género Aechmea utilizando 4,0 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de ANA.
Na micropropagacdo do abacaxizeiro e com essa mesma concentracao Barboza et
al. (2004) obtiveram uma taxa de multiplicacdo de 6,4 brotos/explante enquanto
Canto (2004) obteve bons resultados em concentra¢cbes que variaram de 1,0 a 2,0
mg L. J& Fraguas et al. (2009) obtiveram em média 2,24 brotacées por explantes,
para a cultivar de abacaxizeiro IAC ‘Gomo-de-mel’, ao utilizarem 1,0 mg L™ dessa
citocinina, deixando clara a diferenca de resposta entre géneros e dentro do mesmo
género, entre espécies.

A determinagdo de uma concentragdo méaxima vem sendo relatada em varios
trabalhos, a partir da qual se observa um decréscimo no numero de brotacdes, como
o que foi observado nesse trabalho. Silva et al. (2002) observaram que a aplicacéo
de BAP no meio de cultura para a multiplicacédo in vitro de abacaxizeiro, aumentou 0
nimero total de brotos até a concentracdo maxima de 2,52 mg L™, a partir da qual
houve um efeito negativo. Santos et al. (2008) verificaram que a concentracdo de
BAP superior a 1,2 mg L™ reduziria 0 nimero de brotacdes de Ananas comosus var.
bracteatus em todos os periodos de subcultivo. O efeito negativo se da,
provavelmente, pela fitotoxidez causada pelo regulador de crescimento e, portanto, o
ajuste dos protocolos deve buscar menores concentracdes (GUEVARA, 1987; RECH
FILHO et al., 2005).

Por outro lado, apesar da dose de 2,0 mg L™ de BAP proporcionar a inducéo de
maior niumero de brotagfes, no presente trabalho, estas se apresentam unidas entre
si, independente da espécie, dificultando o processo de individualizacao (Figura 4).
Estes resultados sugerem que tratamentos com concentracdes ainda menores (0 a
2,0 mg L™ de BAP) podem ser mais indicados, facilitando assim, a individualizacdo
dos brotos. De acordo com Macédo et al. (2003), tratamentos em concentracoes
menores de BAP s&o os mais indicados para serem adicionados ao meio de cultura
devido a maior facilidade de individualizacéo dos brotos.

No periodo dos subcultivos pdde-se observar um incremento no numero de
brotagcbes até o quarto subcultivo, nas espécies estudadas. Verifica-se que a
Aechmea distichantha Lem. var. distichantha e Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker
var. bromeliifolia apresentam maior nimero de brotacfes por explante ao longo dos

subcultivos realizados (Tabela 2).
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As brotacdes mais altas sao observadas no tratamento sem a adigdo do

regulador vegetal (Figura 5), havendo diferenca significativa, em relagédo aos demais

tratamentos, ao longo dos cinco subcultivos independentemente da espécie.

by ey

Figura 4. Massa de Brotacbes (A) e brotos individualizados (B) de

Aechmea distichantha Lem. var. distichantha provenientes do
tratamento MS com 2,0 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de ANA. Cruz

das Almas - BA, 2010.

Tabela 2. Numero médio de brotacdes por explante, ao longo de cinco subcultivos

em diferentes espécies de Bromeliaceae, independente da concentragdo de BAP.

Cruz das Almas - BA, 2010.

Subcultivos (a cada 45 dias)

Espécies 1° 20 3° 4° 50 Média
Aechmea
bromeliifolia
(Rudge) Baker
var. bromeliifolia 2,60bC  4,35bB 6,24bA 7,11bA  6,57bA 5,37B
Aechmea
distichantha
Lem. var.
distichantha 3,65aC 5,60aB 8,74aA 9,47aA  8,89aA 7,27A
A Aechmea
multifiora L.B.Sm 2,22bcD 3,55bcC  5,00cAB 5,04cA 4,14cBC 3,99C
Hohenbergia
catingae Ule var.
catingae 1,50cC  3,13cB 4,11dA 457cA  4,09cA 3,48D
Média 2,50d 4,16¢ 6,03b 6,55a 5,93b
CV(%) 18,06

Médias seguidas pelas mesmas letras minlscula nas linhas e mailscula nas colunas, nao diferem entre si

ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 5. Efeito do BAP na altura média das brotacdes
independente do subcultivo e espécie de Bromeliaceae estudados.
Cruz das Almas - BA, 2010.

Niveis menores ou a auséncia do BAP promovem o crescimento/alongamento
dos brotos (MOK et al.,, 2000; DAL VESCO, et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2002).
Resultados semelhantes foram observados por diversos autores como Moreira
(2001) em abacaxizeiro cv. Pérola; Macédo et al. (2003) em Ananas cOmosus;
Pasqual et al. (2008) em abacaxizeiro ornamental; Fraguas et al. (2009) com a
cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’ e Nonato et al. (2009) em Annanas erectifolius. Silveira et
al. (2009) observaram resultado similar com Caroa, quando o meio de cultivo
adicionado de BAP promoveu maior numero de brotacgdes, entretanto os brotos eram
pequenos e poucas eram as raizes formadas.

Essa reducdo na formacdo de raizes também foi observada nesse trabalho,
independente das espécies avaliadas (Figuras 6 e 7). Este dado revela a forte acéo
do BAP na inducgéo das brotagOes laterais e um balanc¢o auxina/citocinina insuficiente
para promover a formacgdo satisfatoria de raizes juntamente com a formacédo de
brotos. Contudo, as maiores médias para esta variavel ocorreram no 2°, 3°, 4° e 5°
subcultivo (Figura 8).

Christianson e Warnick (1985) relataram que a organogénese pode ser dividida
em trés fases: a) aquisicAo da competéncia, como habilidade das células em
responder a um estimulo, b) inducdo da organogénse, durante a qual as células

tornam determinadas para formacéo de 6rgaos e c) diferenciacdo e desenvolvimento
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morfologico, resultando na formacdo de brotos e raizes. Estes autores foram os
primeiros a demonstrar que o controle da organogénese esta relacionado com o

balanco exdgeno dos reguladores vegetais para inducdo de cada fase.

-
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Figura 6. Brotacdes que ndo formaram raizes em meio MS com 4,0 ou 6,0
mg L™ de BAP, Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia (A),
Aechmea distichantha Lem. var. distichantha (B), Aechmea multiflora
L.B.Sm (C) e Hohenbergia catingae Ule var. catingae (D). Cruz das Almas

— BA, 2010.
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Figura 7. NUumero médio de raizes por explante, por subcultivo a
cada 45 dias, em genotipos de Bromeliaceae. Cruz das Almas - BA,
2010.

Entretanto, a transferéncia dos brotos para meio MS basico apds, em média, 90
dias de cultivo proporcionou enraizamento dos brotos com eficiéncia e sem maiores
dificuldades.

Ben-Jaacov et al. (1991) afirmam que fatos como estes confirmam a teoria de
que as citocininas inibem ou atrasam a formacdo de raizes. Silva et al. (2002) e
Figueiredo (2003) obtiveram resultados semelhantes em abacaxizeiro e Aechmea
bambusoide, quando ao estudarem a influéncia do BAP na proliferagdo in vitro
dessas espécies, verificaram que o aumento nas concentracfes desse regulador
ocasionou uma reducdo no numero de raizes. De acordo com Grattapaglia e
Machado (1998) o BAP tem sido eficaz para promover a multiplicacdo em diversas
espécies e parece responsavel pela multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de
gemas adventicias, além de ser a citocinina de menor custo.

As diferentes respostas morfogénicas in vitro com relacdo ao numero e altura das
brotacbes assim como numero de raizes, sugerem que as espécies apresentam
exigéncias especificas no processo morfogénico. Guerra et al. (1999) e Barboza et
al. (2004) estudando a micropropagacao do abacaxizeiro Ananas comosus (L.) Merr.
e, do hibrido PEXSC-52 e da cultivar Smooth Cayenne constataram variagcdes na
taxa de regeneracdo, as quais atribuiram a diferencas entre os genotipos.

Considerando que foram incubados 16 explantes por espécie, o numero total de

mudas obtidas ao final do quinto subcultivo para Aechmea bromeliifolia (Rudge)
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Baker var. bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea
multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae foram, respectivamente,
85,92; 116,32; 63,84 e 55,68 (Figura 8), portanto uma taxa de multiplicacdo de 1:5;
1.7, 1:4 e 1:3,5. As mudas apresentaram morfologia normal, com bom

desenvolvimento de parte aérea (Figuras 9 e 10).
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Genotipos

Figura 8. Numero de mudas em 16 explantes ao final do quinto subcultivo
em espécies de Bromeliaceae. Cruz das Almas - BA, 2010.

fcC

Figura 9. Aspecto das mudas produzidas in vitro. Aechmea
bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia (A), Aechmea
distichantha Lem. var. distichantha (B), Aechmea multiflora L.B.Sm
(C) e Hohenbergia catingae Ule var. catingae (D). Cruz das Almas —
BA, 2010.
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Figura 10. Mudas aclimatizadas produzidas in vitro. Aechmea
bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia (A), Aechmea distichantha
Lem. var. distichantha (B), Aechmea multiflora L.B.Sm (C) e Hohenbergia

catingae Ule var. catingae (D). Cruz das Almas — BA, 2010.

Ainda que o tratamento contendo 2,0 mg L™ de BAP n&o seja o mais adequado
para o processo da rizogénese e no incremento da altura das brotacdes para os
genadtipos em estudo, aos 255 dias de cultivo, este efeito torna-se pouco importante
considerando que, na propagacao das bromélias pelo método convencional, de um
modo geral se obtém uma muda/planta. Considerando ainda que dentre as bromélias
com baixa capacidade morfogénica esta a Aechmea multifflora L.B.Sm e
Hohenbergia catingae Ule var. catingae, criticamente ameacada de extincdo a
técnica pode ser uma ferramenta para conservacdo mantendo a diversidade

genética das popula¢des naturais.
CONCLUSOES

Os resultados destes experimentos demonstram a viabilidade da técnica de
micropropagac¢do para a producdo de mudas in vitro das espécies Aechmea
distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia, Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae a
partir de segmentos de talos cultivados na presenca de 2,0 mg L™ de BAP e 0,5 mg
L' de ANA, o que pode resultar em um fornecimento de mudas para o mercado
paisagistico e como suporte para a conservacao destas espécies. Este protocolo de
micropropagacdo também pode ser utilizado para o desenvolvimento de novos
estudos com outras espécies de bromélias visando a propagacéo e conservacao.
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EFEITO DA SACAROSE E DO MANITOL NA CONSERVACAO IN VITRO PARA O
CRESCIMENTO MINIMO EM BROMELIACEAE ?
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EFEITO DA SACAROSE E DO MANITOL NA CONSERVACAO IN VITRO PARA O
CRESCIMENTO MINIMO EM BROMELIACEAE

Resumo: O objetivo desse estudo foi o estabelecimento de uma metodologia para a
conservagcao in vitro de plantas de Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora
L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae pela estratégia de crescimento
minimo a fim de contribuir no desenvolvimento de protocolos para a formacéo de
futuros bancos de germoplasma. Plantulas com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, germinadas in vitro, foram incubadas em meio de cultura MS e Y2 MS,
acrescido de 2 g L™ de Phytagel® e 30 g.L %, 15 g.L™" de sacarose ou manitol e a
combinacdo de 30 g.L™ da sacarose com 15 g.L™* do manitol, onde permaneceram
por doze meses. Os resultados obtidos demonstram ser vidvel a técnica de
manutencdo sob condicdo de crescimento minimo in vitro das espécies em estudo
por 360 dias em meio ¥ Ms contendo 15 g.L™ de manitol sem comprometer a fase
de recuperacao do material conservado, fato este que é de suma importancia em um

protocolo para manutencdo de germoplasma sob crescimento minimo.

Palavras-chave: Germoplasma, reguladores osmoéticos, recursos genéticos.



EFFECT OF SUCROSE AND MANNITOL IN STORAGE FOR IN VITRO
GROWTH IN MINIMUM BROMELIACEAE

Abstract: The aim of this study was to develop a methodology for in vitro
conservation of plant Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia,
Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora LBSm and
Hohenbergia catingae Ule var. catingae the minimum growth strategy in order to
contribute to the development of protocols for the training of future germplasm banks.
Seedlings with about 1.0 cm long, germinated in vitro were incubated in culture
medium MS and % MS plus 2 g L™ Phytagel® and 30 gL™, 15 gL™ sucrose or
manithol and combination of 30 gL™ sucrose with 15 gL of manithol, where they
remained for twelve months. The results demonstrate the viability of technical
maintenance provided minimal growth in vitro study of the species for 360 days in
medium % MS containing 15 gL™ of manithol without compromising the recovery
phase of the preserved material, a fact which is of paramount importance in a

protocol for maintenance of germplasm under minimal growth.

Keywords: Germplasm, osmotic regulators, genetic resources.



INTRODUCAO

Devido ao seu valor ornamental, varias espécies de Bromeliaceae sofrem acao
humana extrativista e predatoria em seus habitats naturais e encontram-se
ameacadas de extincdo. Esta acdo predatoria, associada a reducéo e fragmentacao
da Floresta Atlantica, que é considerada um centro evolutivo dessas espécies
(MARTINELLI, 1994), sem a reposicao natural dos exemplares nas florestas,
provoca grandes danos ambientais, entre estes a reducdo da diversidade especifica.

De acordo com Martinelli (2008) a familia Bromeliaceae é um dos grupos
taxondmicos mais relevantes, devido ao alto grau de endemismo e expressivo valor
ecolégico decorrente principalmente de sua interacdo com a fauna. O Brasil possui a
maior variabilidade genética desta familia, que vegeta em lugares muito umidos, tais
como o ecossistema Mata Atlantica (REITZ, 1983) e mesmo em regides muito
aridas, como a Caatinga (ANDRADE-LIMA,1981; XAVIER, 1982).

Diversas espécies dessa familia encontram-se ameacadas de entrar em processo
de extincdo, dentre estas a Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia,
Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, vulneraveis a extincdo, Aechmea
multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae, criticamente ameacada
de extingéo.

A conservacdo dos recursos genéticos vegetais, frente ao atual cenario de
destruicdo ambiental, € hoje uma demanda de interesse global e segundo Amaral
(2005) e imprescindivel priorizar estratégias para preservar 0S recursos genéticos,
bem como pesquisar novas técnicas de conservacdo, especialmente para as
espécies nativas.

A preocupacdo com a extingdo tem levado a pesquisas sobre protocolos de
propagacdo e conservacao de diversas espécies. A conservacdo de germoplasma,
de acordo com Mendes e Goées (1996), pode consistir na manutencao de colecdes
nos seus proprios locais de ocorréncia, nesse caso chamada de conservacao in situ.
Também ¢é possivel preservar os recursos genéticos (na forma de embrides,
sementes, explantes e individuos) por meio da conservacao ex situ, isto é, em locais
e condicOes distintas aos de ocorréncia natural. A conservacgéo ex situ, dependendo
da espécie em questdo, pode preservar o germoplasma em casas de vegetacéo,
camaras de baixa temperatura ou secas e cultivo a campo. Tais cole¢cdes também

podem ser introduzidas por meio da cultura de tecidos (conservacéo in vitro), a partir
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de diferentes explantes ou serem criopreservadas. As colecdes conservadas in vitro
sao estabelecidas usualmente a partir da germinacdo de sementes ou por cultura de
gemas e apices caulinares, sendo mantidas em condicdes assépticas.

A possibilidade da utilizagdo dos métodos de conservagdo in vitro € atrativa tanto
por motivos econdmicos quanto praticos, sendo um componente adicional importante
do tratamento de recursos genéticos (WITHERS; WILLIAMS, 1998). O emprego das
técnicas de cultura in vitro é de grande interesse para a conservacdo de
germoplasma de espécies com sementes recalcitrantes, de espécies que se
propagam vegetativamente, bem como de espécies em extingdo, gendtipos elite e
material geneticamente modificado (ROCA et al., 1991; ENGELMAN, 1998).

O processo de conservacgéo invitro apresenta diversas vantagens sobre o
processo de conservacao de germoplasma no campo, e dentre elas destacam-se a
necessidade de menor espaco para ocupacdo do material; manutencdo de material
vegetal livre de patégenos; disponibilidade de material para ser imediatamente
propagado, e tem o objetivo de reduzir ou até suprimir o crescimento das células e
tecidos, diminuindo drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua
viabilidade (DORION etal., 1991; WITHERS; WILLIAMS, 1998) aumentando ao
maximo o intervalo entre os subcultivos, reduzindo-se assim a méo-de-obra e o
espaco necessarios para a sua conservagao.

Entre as técnicas mais utilizadas para reduzir o crescimento in vitro encontra-se a
reducdo da temperatura de incubagdo e a aplicacdo de agentes osmaticos e
hormonais ao meio nutritvo (CONCEICAO etal., 1998; MARTIN etal., 1998;
GOLMIRZAIE; TOLEDO, 1999). Outro procedimento indicado para o0 mesmo objetivo
€ 0 de diminuir a concentracdo dos componentes salinos e organicos do meio de
cultura.

Os agentes osmoticos, tais como manitol, sorbitol, sacarose, dentre outros, ao
serem adicionados ao meio de cultura, atuam externamente, removendo 0 excesso
da agua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo com que o crescimento da
cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET et al., 1993). Todavia, vale salientar que
essas técnicas, ao estender o intervalo entre o0s subcultivos, ndo devem
comprometer a qualidade e viabilidade dos explantes.

A reducdo da temperatura nas salas de crescimento, aliada a diminuicdo na
concentracdo dos macronutrientes e micronutrientes e da concentracdo de sacarose

do meio de cultura, tém sido estratégias que, ao serem aplicadas conjuntamente,
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vem obtendo sucesso no estabelecimento de condi¢Bes favoraveis a conservacao in
vitro em algumas culturas, podemos citar como exemplo a cana de acucar (LEMOS
et al., 2002), o maracujazeiro (FARIA et al. 2006), o abacaxizeiro (BALZON et al.,
2008) e também Bromeliaceae (MOREIRA, 2008).

O desenvolvimento de pesquisas para conservacao do germoplasma brasileiro,
principalmente de espécies endémicas como as da familia Bromeliaceae, constitui
uma estratégia relevante e oportuna para atenuar o problema da exploracdo
excessiva dos recursos genéticos nacionais. Objetivando colaborar para a solucéo
desse problema, foi pesquisado nesse trabalho o estabelecimento de uma
metodologia para a conservacdo in vitro de plantas de Aechmea bromeliifolia
(Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha,
Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae pela estratégia
de crescimento minimo a fim de contribuir no desenvolvimento de protocolos para a

formacao de futuros bancos de germoplasma.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do

Reconcavo da Bahia (UFRB) e na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
Conservacao in vitro

Sementes retiradas de frutos maduros foram lavadas em agua corrente e em
seguida desinfestadas com imersédo em alcool 70% por 1 minuto, seguido de solucéao
de hipoclorito de sédio (agua sanitaria comercial 2,5% de cloro ativo) e agua
destilada (2:1) por 20 minutos, seguida de trés lavagens em agua estéril (destilada e
autoclavada) na camara de fluxo laminar. Uma vez desinfestadas as sementes foram
incubadas em fracos de vidro (100 x 70 mm) com 25mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose, e solidificado
com 2 g L' de Phytagel®, sendo o pH ajustado para 5,8 + 0,1 antes da
autoclavagem. As sementes foram incubadas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 22 pmol m2 st e

fotoperiodo de 16 h luz dia™.
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Plantulas com aproximadamente 1,0 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 e MS com metade da concentracdo dos sais solidificado
com 2 g L de Phytagel® e suplementado com 30 g L, 15 g L™ de sacarose ou
manitol e a combinacdo de 30 g L™ da sacarose com 15 g L™ do manitol, onde
permaneceram por doze meses. As condi¢des de cultivo foram: temperatura de 21 +
2°C em condic&o luminosa de 22 pmol m2s™ e fotoperiodo de 12 h luz dia™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 20 repeticdes,
sendo um explante por cada tubo. A cada 60 dias foi avaliado o comprimento 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 de raizes (mensurado pela contagem das raizes
individualmente, desconsiderando-se aquelas menores que 1 mm), numero de folhas
verdes e nuamero de folhas senescentes (mensurado pela contagem das folhas
individualmente).

Aos 360 dias foi medida a relacéo raiz/parte aérea (mensurado pelo quociente
entre matéria do sistema radicular seco e parte aérea seca). Para a analise da
matéria seca as plantas foram retiradas do tubo com meio de cultura, mergulhada
trés vezes em agua destilada. ApGs 0 enxague separou-se a parte aérea e sistema
radicular, pesou-se em balanca analitica e em seguida acondicionou-se a parte
aérea e sistema radicular separadamente em sacos de papel ‘Kraft' sendo estes
secos em estufa dotada de sistema com circulacdo forgcada e renovacéo de ar, na
temperatura de 70° + 3°C, até atingir massa constante.

Para a comparacdo de meédias foi empregado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2000). Para a variavel numero médio de folhas senescentes
as médias foram transformadas para - SQRT (Y + 0,5) visando o atendimento das

pressuposicoes da analise de variancia.
Regeneracao in vitro utilizando o benzilaminopurina (BAP)

Segmentos do talo das plantas provenientes dos meios de conservacao apés 360

dias de cultivo foram incubadas em meio de cultura MS, com 30 g L™ de sacarose,
solidificado com 2 g L™ de Phytagel®, suplementado com 0,5 mg L™ de ANA (4cido
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naftalenoacético) e 2,0 mg L* de BAP (benzilaminopurina). Foram colocados 1
explante por tubo (25 x 150 mm) com 10 mL do meio de cultura.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 (utilizando-se KOH ou HCI 0,1
N), antes da autoclavagem a temperatura de 120C por 20 minutos. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 = 2T, sob
condicées de fotoperiodo de 16 h luz dia™ e densidade de fluxo de fétons 22 pmol m"

2 g1 Foram realizados trés subcultivos a cada 45 dias, no periodo de 135 dias,

sendo avaliado os seguintes parametros: a) porcentagem de explante responsivo
(mensurado pelo numero de explante que emitiram brotacdes), b) numero de
brotos/explante (mensurado pela contagem individual das brotacbes em cada
explante). Considerou-se na avaliacdo dos parametros, o efeito residual das
concentracbes e tipos dos osmorreguladores na capacidade responsiva das
bromelidceas em estudo.

O delineamento foi inteiramente casualizado sendo cada tratamento constituido
de quatro repeticbes, onde cada tubo com um explante, foi considerado uma
repeticdo. Para a comparacao de médias foi empregado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conservacao in vitro

Diferencas significativas entre espécies e géneros de Bromeliaceae (Figuras 1)
sdo evidenciadas nesse estudo, sendo a menor média para crescimento observada
no género Hohenbergia, em relacdo ao género Aechmea. Bellintani (2006) em
estudos sobre a propagacdo de Bromeliaceae também observa diferencas entre

algumas espécies em relacdo a resposta morfogénica.
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Figura 1. Comprimento médio de parte aérea (cm) em Bromeliaceae,
independente dos tratamentos, sob conservacgao in vitro aos 360 dias de
cultivo. Cruz das Almas — BA, 2010.

O comprimento médio de parte aérea, o numero médio de folhas verdes e
senescentes bem como o numero meédio de raizes séo influenciados pelas diferentes
fontes de carbono e concentracdes dos sais MS utilizadas.

VariacGes dos sais MS agem de forma significativa para a maioria das espécies
em estudo promovendo diferengcas em relagdo ao comprimento de parte aérea
(Tabela 1). Observa-se, neste trabalho, que geralmente médias mais baixas
aconteceram no meio MS completo, com exceg¢do da Aechmea distichantha Lem.
var. distichantha que obtém o menor desenvolvimento em meio %2 MS. Esses dados
divergem de alguns trabalhos onde foram estudadas diferentes concentra¢cdes dos
sais MS para a conservagéo in vitro e resultados favoraveis foram obtidos utilizando-
se 0 meio MS com metade da concentracdo dos sais, como em Amarilis (AMARAL,
2005); abacaxi (BALZON et al. 2008) e Aechmea (MOREIRA, 2008).

A possibilidade da reducéo dos sais do meio MS, para o melhor desenvolvimento
das plantas e a reducdo de custos em diferentes espécies tem sido sugerida por
autores como Oliveira (1994), Pasqual et al. (1998) e Araujo et al. (2004). Paiva et al.
(1997) utilizaram 50% dos sais do meio MS, obtendo um bom desenvolvimento in
vitro de gloxinia. Concentracdes dos sais no meio basico MS, reduzidas a 1/2, 1/3 ou
1/4, possibilitaram melhor enraizamento in vitro de amoreira preta, cultivar

‘Caiguangue’ (DANTAS et al., 2000). A reducéo da concentracao de sais minerais no
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meio de cultura e da sacarose também permite a manutencdo de plantulas em
crescimento minimo (MALAURIE, 2001).

Tratamentos que contem 30 g.L'l ou 15 g.L'l de manitol promovem, nesse
estudo, reducéo dos valores de comprimento de parte aérea (Tabela 1). Entre essas
concentracdes, médias significativamente menores ocorrem quando se utiliza 30 g.L”
! de manitol independente da concentracdo dos sais MS utilizada, sendo obtidos em
meio MS os valores de 2,50; 2,54; 2,44 e 2,55 cm e em meio ¥2 MS os valores de
2,44; 2,26; 2,45 e 2,48 cm para Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var.
bromeliifolia, Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea multiflora
L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae respectivamente.

A sacarose promoveu maior desenvolvimento das plantas mesmo quando
combinada com o manitol, e as médias mais elevadas ocorreram na concentracéo de
30 g L™ nas quatro Bromeliaceae em estudo (Figuras 2-6). A combinacdo 30 g.L™ de
sacarose + 15 g.L™ manitol diferiu de forma significativa dos tratamentos onde se
utilizou somente a sacarose ou 0 manitol sendo seus valores medios reduzidos em
torno de 35% comparados com a sacarose.

O manitol tem sido comumente utilizado na cultura de tecidos, por seu efeito
osmaotico e morfogenéticos, para simular condi¢cdes de déficit hidrico porque é um
composto quimicamente inerte e ndo toxico (AKULA et al., 2000; AVILA et al., 2007)
e sua importancia esta relacionada somente a sua acdo como agente osmotico na
conservacao in vitro.

Estudos utilizando agentes osmoticos vém obtendo sucesso no estabelecimento
de condicdes favoraveis a conservacao in vitro em varias culturas, sdo exemplos a
cana de acucar (LEMOS et al., 2002), a catuaba (PEREIRA et al., 2003) o maracuja
(FARIA et al. 2006), o abacaxi ornamental (SOUZA et al. 2007), entretanto Canto et
al. (2004) sugerem o uso do Paclobutrazol no crescimento in vitro de plantas de
abacaxi visando a conservagédo do germoplasma.

Preferencialmente para a conservacédo in vitro de germoplasma a utilizacado de
agentes osmoticos se faz mais adequada em relacdo a reguladores vegetais, pois
mantém a estabilidade genética do material. Os reguladores vegetais atuam
diretamente nas rotas metabdlicas da planta, o que ndo ocorre para 0s agentes
osmoticos, pois sua acdo esta relacionada com a reducdo do potencial hidrico no
meio de cultura (CALDAS et al. 1998; ENGELMANN, 1998).
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Tabela 1. Comprimento médio de parte aérea (cm) em Bromeliaceae em duas
concentragdes dos sais MS e nas diferentes fontes e concentra¢des de carbono ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro. Cruz das Almas — BA, 2010.

Concentragao 30g.L" 15gL" 30gL* 15gL" 30g.L" sacarose
dos sais MS sacarose sacarose  manitol manitol  + 15 g.L " manitol Média

Aechmea bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia

MS 9,78eA 7,03dB 2,50aA 3,46bB 6,41cA 5,83A
12 MS 9,90eA 7,34dA 2,44aA  3,78bA 6,08cB 5,90A
Média 9,84e 7,18d 2,47a 3,62b 6,24c
CV(%) 9,53

Aechmea distichantha Lem. var. distichantha

MS 10,96eB 8,32dB 2,54aA  3,63bA 6,30cA 6,35B
2 MS 10,53eA 7,04dA 2,26aA 4,04bB 6,00cA 5,98A
Média 10,75e 7,68d 2,40a 3,84b 6,15c
CV(%) 11,56

Aechmea multiflora L.B.Sm

MS 8,61eA 7,55dA 2,44aA  3,53bA 5,30cA 5,48A
2 MS 10,73dB 8,00cA 2,45aA  3,54bA 7,94cB 6,53B
Média 9,67e 7,78d 2,44a 3,53b 6,62¢c
CV(%) 12,62

Hohenbergia catingae Ule var. catingae

MS 9,22dA 6,29cA 2,55aA 4,18bB 5,79cA 5,60A
2 MS 10,50eB 6,43dA 2,48aA  3,49bA 5,83cA 5,74A
Média 9,86e 6,36d 2,51a 3,83b 5,81c
CV(%) 11,17

Médias seguidas pela mesma letra minlscula nas linhas e maidscula nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Comprimento médio de parte aérea (cm) em Bromeliaceae,
independente da espécie e concentracdes dos sais MS, sob diferentes
fontes e concentracdes de carbono aos 360 dias de cultivo in vitro. Cruz das
Almas — BA, 2010.

Figura 3. Aechmea bromeliifolia apds 360 dias em meio de crescimento
minimo. MS (A) e ¥ MS (B). 30 g.L™ sacarose (1), 15 g.L™ sacarose (2),
30 g.L* sacarose + 15 g.L™* manitol (3), 15 g.L™* manitol (4) e 30 g.L™
manitol (5). Cruz das Almas — BA, 2010.
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Figura 4 . Aechmea distchantha apds 360 dias em meio de crescimento
minimo. MS (A) e % MS (B). 30 g.L™* sacarose (1), 15 g.L™ sacarose (2),
30 g.L! sacarose + 15 g.L™ manitol (3), 15 g.L™* manitol (4) e 30 g.L*
manitol (5). Cruz das Almas — BA, 2010.

Figura 5. Aechmea multiflora ap6s 360 dias em meio de crescimento
minimo. MS (A) e 2 MS (B). 30 g.L™ sacarose (1), 15 g.L™ sacarose
(2), 30 g.L™ sacarose + 15 g.L™* manitol (3), 15 g.L™* manitol (4) e 30
g.L™* manitol (5). Cruz das Almas — BA, 2010.
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Figura 6. Hohenbergia catingae apés 360 dias em meio de
crescimento minimo. MS (A) e ¥» MS (B). 30 g.L™ sacarose (1), 15
g.L™" sacarose (2), 30 g.L™* sacarose + 15 g.L™* manitol (3), 15 g.L*
manitol (4) e 30 g.L™ manitol (5). Cruz das Almas — BA, 2010.

Com relacdo ao desempenho das espécies ao longo de 360 dias de cultivo
observa-se que houve um maior incremento no comprimento da parte aérea no nos
primeiros meses, para as especies em estudo (Figuras 7-10). Deste ponto em diante
observa-se um padrdo tendendo a uniformidade no desenvolvimento nos
tratamentos que se utiliza somente o manitol, independente das concentra¢cdes dos
sais MS.

Os tratamentos que levam a sacarose, mesmo quando em combinacdo com o
manitol, apresentam desempenho semelhantes em relacdo ao comprimento das
plantulas. Em todas as situacdes o manitol demonstra ser mais eficiente para a
conservacdo sob condicdo de crescimento minimo, proporcionando as menores
meédias. Deve-se ressaltar que 0 sucesso da técnica depende das caracteristicas
fisiologicas da espécie a ser conservada.

Os acucares exercem funcao regulatéria em muitos processos vitais das plantas
fotossintéticas, entre 0s quais a regulacdo da expressao génica, proliferacdo e morte
celular, crescimento da planta, expansao foliar e senescéncia e desenvolvimento da
semente (GIBSON, 2005; ROLLAND et al., 2006). Segundo Caldas et al. (1998), a
sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, sendo que esse agucar

suporta as mais altas taxas de crescimento na maioria das espécies. No entanto



60

para este trabalho é interessante o crescimento minimo das culturas, porém
preservando a qualidade das mesmas.

Acucares alcodlicos, como o sorbitol e manitol, ndo s&o usualmente
metabolizados pelas plantas, sendo freqluientemente utilizados para modificar o
potencial hidrico do meio de cultura, o que ndo acontece com a sacarose que € mais
utilizada e adequada fonte de energia na cultura in vitro (THORPE et al., 2008). O
estresse osmatico ocorre quando a concentracdo de moléculas na solucéo fora da
célula é diferente daquela interna a célula. Quando isso acontece, a agua flui de
dentro ou de fora da célula por osmose, alterando o ambiente intracelular
(PONDROM, 2004). Varios estudos tém reportado que o estresse osmotico causa
um incremento nos niveis endoégenos de acido absicico (MORGAN, 1984; KAMADA
et al.,, 1993; MADAKADZE; SENARATNA, 2000). O ABA inibe o crescimento por
meio do fechamento estomatico, limitando, portanto a assimilagdo de carbono e,
consequentemente a producéo de biomassa (KERBAUY, 2004).

=30 g.L-1sacarose — = 150L-15acarose 30 g.L-1sacarose = = 15g.L-1sacarose
e 30 g.L-IManito! — = =5 gL-1manitol e 3() (1. L-1Manito | =— = =I5g.L-Imanitol
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Figura 7. Incremento no comprimento da parte aérea em Aechmea bromeliifolia. ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentracdes de

carbono, e concentracdo dos sais MS. Cruz das Almas — BA, 2010.



61

Comprimento médio de parte aérea

30 g.L-1sacarose = = 15gL-1sacarose 30g.L-1sacarose = = 5 g.l-1sacarose
s 30 1. L-1Manitol = = =15gl-1manitol 30g.L-1manitol — = =5gl-1manitol
= = = :30g.L-1sacarose +15g.L-Imanitol - = = .30gl-1sacarose +15 g.L-Imanitol
16,00 4 16,00 -
14,00 4
< 14,00
<
12,00 - ks 12,00 -
i )
10,00 4 =3 10,00
—~ % —
5 8,00 - o § 800
3=
6,00 4 S 6,00 1
=]
4,00 1 ] ]
£ 4,00
2,00 £ 2,00 1
)
O
0,00 T T T T T | 0,00 T T T T T
60 120 180 240 300 360 60 120 180 240 300 360
1/2 MS Conservagcéo (dias) MS Conservacao (dias)

Figura 8. Incremento no comprimento da parte aérea em Aechmea distichantha. ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentragcdes de carbono,

e concentragao dos sais MS. Cruz das Almas — BA, 2010.
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Figura 9. Incremento no comprimento da parte aérea em Aechmea multiflora. ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentracdes de carbono,

e concentracao dos sais MS. Cruz das Almas — BA, 2010.
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Figura 10. Incremento no comprimento da parte aérea em Hohenbergia catingae.

ao longo de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentracbes de

carbono, e concentracao dos sais MS. Cruz das Almas — BA, 2010.

Em relacdo ao niumero médio de folhas senescentes observou-se que houve
efeito significativo entre os tratamentos independente das espécies avaliadas. Os
tratamentos que contém o manitol favorecem o surgimento de folhas senescentes
sendo que a concentracdo de 30 g L™ desta fonte de carbono possui as maiores
médias seguida da concentracdo de 15 g L. Os tratamentos que contém a sacarose
ou a combinacao sacarose + manitol proporcionam o menor niumero médio de folhas
senescentes (Tabela 2). Observa-se que, para todos os tratamentos, a Aechmea
bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia revela valores relativamente mais baixo
em relacdo as demais.

Os dados de comprimento sugerem que o0 manitol sozinho é mais eficiente para
a conservacao sob condicdo de crescimento minimo ao longo de 360 dias de cultivo
quando proporciona menores médias, todavia o tratamento com 30 g L™ obteve
valores médios maiores para numero de folhas senescentes, em relacado aos demais,
0 que nao é desejavel para o estudo proposto, pois ao estender o intervalo entre os
subcultivos, as técnicas utilizadas ndo devem comprometer a qualidade e viabilidade
dos explantes.

Canto et al. (2004) enfatiza que a condigdo de senescéncia € indesejavel in vitro,

principalmente quando se objetiva a conservacdo de germoplasma, porque envolve
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a realizacdo de um novo subcultivo para que a planta possa recuperar seu vigor e
nao tenha sua capacidade de regeneracdo comprometida.

Em relacdo a concentracdo dos sais MS, para esta variavel, verifica-se que o
meio contendo metade dos sais influencia significativamente na formacao de folhas
senescentes exceto para a Aechmea bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia
onde ndo sao observadas diferengas significativas entre as duas concentragdes em

estudo.

Tabela 2. Numero médio de folhas senescentes em Bromeliaceae em duas
concentragdes dos sais MS e nas diferentes fontes e concentragdes de carbono ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro. Cruz das Almas — BA, 2010.

Concentragao 30g.L" 15gL" 30gL" 15gL" 30g.L" sacarose
dos sais MS sacarose sacarose  manitol manitol  + 15 g.L " manitol Média

Aechmea bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia

MS 9,78eA 7,03dB 2,50aA 3,46bB 6,41cA 5,83A
2 MS 9,90eA 7,34dA 2,44aA  3,78bA 6,08cB 5,90A
Média 9,84e 7,18d 2,47a 3,62b 6,24c
CV(%) 9,53

Aechmea distichantha Lem. var. distichantha

MS 10,96eB 8,32dB 2,54aA  3,63bA 6,30cA 6,35B
1 MS 10,53eA 7,04dA 2,26aA 4,04bB 6,00cA 5,98A
Média 10,75e 7,68d 2,40a 3,84b 6,15c
CV(%) 11,56

Aechmea multiflora L.B.Sm

MS 8,61eA 7,55dA 2,44aA  3,53bA 5,30cA 5,48A
1. MS 10,73dB 8,00cA 2,45aA  3,54bA 7,94cB 6,53B
Média 9,67e 7,78d 2,44a 3,53b 6,62¢c
CV(%) 12,62

Hohenbergia catingae Ule var. catingae

MS 9,22dA 6,29cA 2,55aA 4,18bB 5,79cA 5,60A
12 MS 10,50eB 6,43dA 2,48aA  3,49bA 5,83cA 5,74A
Média 9,86e 6,36d 2,51a 3,83b 5,81c
CV(%) 11,17

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas e mailscula nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O meio contendo sacarose induziu as maiores médias para a variavel folhas
verdes (Tabela 3 e Figuras 11-12), ao longo de 360 dias de cultivo, para todas as
espécies em estudo, em relacdo ao meio onde a fonte de carbono foi o manitol,
independente da sua concentracdo, sendo o maior incremento observado até os 180
dias de cultivo onde a partir desse periodo ocorreu um comportamento tendendo a
estabilidade para os tratamentos onde continham a sacarose, mesmo quando
combinada com o manitol. Nos tratamentos que possuiam somente o manitol foi
verificada uma constancia dos valores médios para esta variavel.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Moreira (2008) que
estudando a conservacéao in vitro em Bromeliaceae obteve resultados semelhantes
em relacéo a diferentes fontes de carbono. Para a combinacéo 30 g.L™ de sacarose
+ 15 g.L™" de manitol o nimero de folhas verdes também é superior aos tratamentos
onde se utilizada somente o manitol.

Para a maioria das espécies, exceto para a Aechmea distichantha Lem. var.
distichantha, as maiores médias para folhas verdes foram observadas no meio onde

se utiliza o MS com metade da concentracao dos sais.
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Tabela 3. Numero médio de folhas verdes em Bromeliaceae em duas concentracdes
dos sais MS e nas diferentes fontes e concentracdes de carbono ao longo de 360
dias de cultivo in vitro. Cruz das Almas — BA, 2010.

Concentragéo 30g.L" 15g.L" 30gL"* 15gL™ 30g.L" sacarose
dos sais MS sacarose sacarose  manitol manitol  + 15 g.L " manitol Média
Aechmea bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia

MS 14,48aB 9,96bB 4.81eB  5,96dA 8,13cA 8,67B
2 MS 15,25aA 11,55bA 5,40eA 6,26dA 7,36¢cB 9,16A
Média 14,86a 10,75b 5,10e 6,11d 7,75¢c
CV(%) 13,20

Aechmea distichantha Lem. var. distichantha

MS 21,70aA 16,11bA 4,83eA  8,98dA 13,46¢CcA 13,20A
2 MS 22,26aA 13,23bB  3,91eA 7,33dB 11,98cA 11,74B
Média 21,98a 14,67b 4,37e 8,15d 12,72c
CV(%) 15,51

Aechmea multiflora L.B.Sm

MS 10,86aB 9,28bB 5,28dA  6,96CA 8,15abB 8,11B
2 MS 12,08aA 11,65aA 3,56dB 6,75CA 9,28bA 8,66A
Média 11,47a 10,46a 4,42d 6,85¢c 8,71b
CV(%) 18,71

Hohenbergia catingae Ule var. catingae

MS 10,20aA 7,58bA 3,65dB  5,90cA 7,21bA 6,91B
2 MS 10,53aA 7,86bA 4,48dA  5,93cA 7,48bA 7,26A
Média 10,36a 7,72b 4,06d 5,91c 7,35b
CV(%) 19,67

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas linhas e mailscula nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 11. Incremento no numero médio de folhas verdes em Bromeliaceae ao longo
de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentragcdes de carbono,
independente da concentracdo dos sais MS. (A) Aechmea bromeliifolia; (B) Aechmea
distichantha. Cruz das Almas — BA, 2010.
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Figura 12. Incremento no numero médio de folhas verdes em Bromeliaceae ao
longo de 360 dias de cultivo in vitro em diferentes fontes e concentracdes de
carbono, independente da concentracdo dos sais MS. (A) Aechmea multiflora; (B)

Hohenbergia catingae. Cruz das Almas — BA, 2010.
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Nesse trabalho 100% dos explantes desenvolveram raizes. Os tratamentos com
sacarose acrescida ao meio de cultivo beneficiaram o desenvolvimento de raizes
(Tabela 4), independente da sua concentracéo, ao longo do periodo de cultivo esses
resultados corroboram com Faria et al. (2006) quando, em estudos sobre a
conservacgao in vitro de maracujazeiro, afirmam que tratamentos com sacarose no
meio de cultivo favorecem o desenvolvimento de raizes.

O tratamento que continha a concentracéo de 30 g L™ de manitol promoveu as
menores meédias para essa variavel. Lédo et al. (2007) estudando a conservagao in
vitro em coqueiro ando verificaram o menor desenvolvimento radicular em plantulas
mantidas em meio de cultura com manitol aos 365 dias de cultivo.

De acordo com os resultados da tabela 5 pode-se observar que houve efeito
significativo entre os tratamentos, tanto para as diferentes fontes de carbono como
para as concentracdes dos sais MS, sendo o maior incremento observado nas
plantulas oriundas do meio ¥ MS com 30 g L™ sacarose ou 30 mg L™ sacarose
combinado com 15 g L de manitol. Estudos comprovaram que 75% a 85% do
aumento da biomassa se devem a incorporacéo de carbono pela adicdo de sacarose
(DE RIEK et al., 1997). O menor valor da producdo de massa total da matéria seca
esteve associado ao menor numero de folhas, raizes, bem como a reducdo no
tamanho médio da parte aérea. Para a relacao raiz/parte aérea ndo houve diferencas
estatisticas entre as espécies bem como entre os tratamentos.

O valor da massa seca é uma variavel que expressa o desenvolvimento das
plantulas in vitro, ja que, plantulas mais desenvolvidas apresentam valores de massa
seca superiores aos das menos desenvolvidas. Diante desse parametro, podem-se
associar menores valores de massa seca a um maior patamar de conservacao da
cultura in vitro. Desta forma, verifica-se que os tratamentos determinaram o potencial

de conservacao in vitro nas espécies em estudo.
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Tabela 4. Niomero médio de raizes em Bromeliaceae em duas concentragfes dos
sais MS e nas diferentes fontes e concentragdes de carbono ao longo de 360 dias de
cultivo in vitro. Cruz das Almas — BA, 2010.

Concentragédo 30gL™ 15gL" 30gL* 15gL*' 30gL™sacarose
dos sais MS sacarose sacarose  manitol manitol  + 15 g L ™" manitol Média

Aechmea bromeliifolia (Ruge) Baker var. bromeliifolia

MS 13,13aB 10,66bA  4,25eA  5,55dA 6,81cB 8,08B
. MS 14,13aA 10,73bA  4,20eA  5,36dA 7,50cA 8,38A
Média 13,63a 10,70b 4,22e 5,45d 7,15¢
CV(%) 13,19

Aechmea distichantha Lem. var. distichantha

MS 12,38aA 9,11bA 4,21dA 6,11cA 6,83cB 7,73A
2 MS 10,20aB 9,51bA 4,26dA  4,33dB 8,98CcA 7,46A
Média 11,29a 9,31b 4.24e 5,22d 7,90c
CV(%) 15,45

Aechmea multiflora L.B.Sm

MS 12,46aA 10,10bA  3,15dA  5,51cA 6,15cB 7,47A
2 MS 11,96aA 9,16bA 3,75cA 4,13cB 10,03bA 7,81A
Média 12,21a 9,63b 3,45e 4,82d 8,09c
CV(%) 19,31

Hohenbergia catingae Ule var. catingae

MS 7,51aA 5,45bA 2,85dB  4,11cA 5,43bA 5,07A
2 MS 7,80aA 5,46bA 3,53cA  3,93cB 5,30bA 5,20A
Média 7,65a 5,45b 3,19d 4,02c 5,36b
CV(%) 20,58

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas linhas e mailscula nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Massa total da matéria seca (g) de Bromeliaceae em funcdo das
diferentes fontes de carbono e concentracdo dos macronutrientes do meio MS.
Cruz das Almas - BA, 2010.

Tratamentos
Concentracdo 309 L 15 g L 30 g L 159 L 309 L sacarose +
do sais MS sacarose sacarose manitol manitol 15 g L™ manitol
Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia
MS 0,234aA 0,099abA 0,058bA 0,065bA 0,185abA
Y2 MS 0,254aA 0,175aA 0,025bA 0,037bA 0,265aA
Aechmea distichantha Lem. var. distichantha
MS 0,477aA 0,145cA 0,034cA 0,048cA 0,299bB
Y2 MS 0,294bB 0,203bA 0,032cA 0,055cA 0,463aA
Aechmea multiflora L.B. Sm
MS 0,252abA  0,153bcA 0,183bcA 0,049cA 0,325aA
Y2 MS 0,312aA 0,142bA 0,030bB 0,058bA 0,319aA
Hohenbergia catingae Ule var. catingae
MS 0,202aA 0,087abA 0,025bA 0,041bA 0,136abA
Y2 MS 0,172aA 0,080abA 0,030bA 0,027bA 0,169aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas e mailscula nas colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Regeneracao in vitro utilizando o benzilaminopuria (BAP).

Nesse trabalho 100% dos explantes apresentaram respostas morfogénicas em
relagédo a formacéo de brotos.

Os dados relativos ao numero médio de brotacdes por explante demonstraram
diferencas significativas entre os tratamentos apenas para explantes de Aechmea
distichantha Lem. var. distichantha oriundos do meio de conservagcao acrescido de
30 g L™ de sacarose que obteve os melhores resultados (14,12 brotos/explante)
(Tabela 6). Apesar das demais espécies ndo apresentarem diferencas significativas
em relacdo ao meio de conservacdo aos quais os explantes foram originados,
verifica-se uma tendéncia das melhores médias de regeneracdo nos explantes
oriundos do meio que utilizou 30 g L™ de sacarose.

Considerando as diferentes espécies é verificado que a Aechmea distichantha
Lem. var. distichantha também se destaca quando demonstra as melhores médias
para todos os tratamentos testados, nesse experimento. Em relacdo as diferentes
concentracbes dos macronutrientes do MS, quais foram conservados os explantes,

ndo sao observadas diferencgas estatisticas.
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Moreira (2008) estudando efeito residual dos meios de conservagdo na
capacidade de multiplicacdo dos explantes de Aechmea miniata e Aechmea fasciata
observou diferencas significativas entre tratamentos e entre espécies, sendo as
melhores médias expressas para 0s explantes originarios do meio de conservacao
suplementado com 87,67 mM (30 g L') de sacarose, com em média 3,12
brotos/explante para A. fasciata e 2,10 brotos/explante para A. miniata
respectivamente.

A resposta morfogénica da regeneracao de novas brotacbes do material vegetal
conservado in vitro é referencia do sucesso em um protocolo de conservacdo. Nesse
experimento fica evidente que o meio de conservagao utilizado ndo compromete a
capacidade responsiva dos explantes, mesmo estes oriundos de tratamentos com
diferentes concentracdes dos sais MS ou diferentes tipos e concentracdes de

carbonos.

Tabela 6. NUmero médio de brotac6es em explantes de Bromeliaceae oriundos da
conservacgao in vitro, independente da concentragdo dos sais MS, apds 360 dias
de cultivo. Cruz das Almas - BA, 2010.

Tratamentos
Gendtipos
30g.L™ 15 g.L™ 30 gL™ 15¢g.L™ 30 g.L™ sacarose
sacarose sacarose manitol manitol +15 g.L™ manitol
Aechmea
bromeliifolia 8,37aB 7,37aB 5,25aAB 5,12aB 7,12aAB
(Ruge) Baker
var. bromeliifolia
Aechmea
distichantha 14,12aA  13,37abA 6,00dA 8,50cdA 10,00bcA
Lem. var.
distichantha
Aechmea
multiflora 4,62aC 3,12aC 2,50aB 3,12aB 4,50aB
L.B.Sm
Hohenbergia
catingae Ule 4,75aC 3,62aC 3,25aAB 3,50aB 5,87aB

var. catingae

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas linhas e maitscula nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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CONCLUSOES

Os obtidos nesse estudo demonstram ser viavel a técnica de manutencéo sob
condicao de crescimento minimo in vitro das espécies Aechmea distichantha Lem.
var. distichantha, Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea
multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae, por 360 dias em meio
MS com metade da concentracdo dos sais contendo 15 g.L™ de manitol sem
comprometer a fase de recuperacdo do material conservado, fato este que € de
suma importancia em um protocolo para manutencdo de germoplasma sob

crescimento minimo.
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GERMINACAO E VIGOR DE PLANTULAS DE DUAS ESPECIES DE
BROEMELIACEAE EM DIFERENTES SUBSTRATOS. ®
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GERMINACAO E VIGOR DE PLANTULAS DE DUAS ESPECIES DE
BROEMELIACEAE EM DIFERENTES SUBSTRATOS.

Resumo: O estudo teve como objetivos avaliar o desenvolvimento de duas espécies
de Bromeliaceae em diferentes substratos, fornecendo informagfes sobre o tipo de
germinacao e de plantula bem como tempo médio de germinacgéo, além de descrever
a morfologia do desenvolvimento pds-seminal. As sementes foram submetidas a
cinco tratamentos: Papel no escuro; Papel, areia, Vermiculita® e Plantmax® na luz.
Foi feita a semeadura sobre os substratos, em caixas plasticas Gerbox®, as quais
foram mantidas em camaras BOD a 30 °C. As avaliagdes da germinagao foram
diarias. Foi considerada como semente germinada quando ocorreu 0 rompimento
dos tegumentos e protrusdo da raiz primaria. Utilizou-se quatro repeticbes de 50
sementes para avaliacdo da porcentagem de germinacédo e do indice de velocidade
de germinacao (IVG). A germinac¢do iniciou-se a partir do 4° dia ap6s a semeadura
para a Hohenbergia stellata Schultes f. tendo sua estabilizagdo aos 11 dias de
monitoramento e a partir do 5° dia para a Neoregelia sanguinea com estabilizacdo
aos 21 dias. A germinacdo foi caracterizada como do tipo epigea e plantulas
criptocotiledonares para ambas as espécies. O substrato Vermiculita® se destacou
para a Hohenbergia stellata Schultes f. Para a Neoregelia sanguinea os substratos
avaliados nao diferiram entre si, mas houve uma tendéncia de maior porcentagem

germinacao e vigor de sementes e plantulas em Plantmax®, Vermiculita® e papel.

Palavras - chave : Bromélia; Germinacgao; morfologia.



GERMINATION AND SEEDLING VIGOR OF TWO SPECIES IN DI FFERENT
SUBSTRATES BROEMELIACEAE.

Abstract: The study aimed to evaluate the development of two species of
Bromeliaceae on different substrates, providing information on the type of
germination and seedling and mean germination time, and describe the morphology
of the post-seminal development. Seeds were subjected to five treatments: Role in
the dark; paper, sand, vermiculite and Plantmax® in the light. It was sowed on the
substrates, plastic boxes Gerbox®, which were kept in BOD chambers at 30<C.
Assessments of germination were daily. Was considered germinated seed when
there was disruption of the tegument and radicle protrusion. We used four replications
of 50 seeds for evaluation of germination and germination speed index (IVG). The
germination started from the 4th day after sowing for Hohenbergia stellata Schultes f.
and its stabilization at 11 days of monitoring, and from day 5 to Neoregelia sanguinea
with stabilization at 21 days. Germination was characterized as the epigeal and
cryptocotylar seedlings for both species. The substrate Vermiculite® stood out for
Hohenbergia stellata Schultes f. Neoregelia sanguinea for the substrates used did not
differ, but there was a tendency of higher percentage germination and seed vigor and

seedling Plantmax®, Vermiculite® and paper.

Key - words: Bromeliad; Germination; morphology.



INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae sao plantas monocotiledéneas e esta dividida em trés
subfamilias: Pitcairnioideae, Tiliandisiodeae e Bromelioideae, sendo todas nativas
das zonas tropicais e subtropicais do continente americano com excec¢ao de uma
Unica espécie, Pitcairnia feliciana, que ocorre na Africa (SMITH; DOWNS 1974;
PAULA; SILVA 2004). Segundo Luther (2006) compreende 57 géneros e mais de
3.000 espécies classificadas de acordo com as caracteristicas florais e morfoldgicas
dos frutos e sementes.

Devido ao seu valor ornamental, por sua exuberancia, rusticidade e diversidade
de cores e formas, varias espécies de Bromeliaceae sofrem acdo extrativista e
predatéria em seus habitats naturais e encontram-se ameacadas de extingao.

A acao humana tem levado muitos ambientes naturais a alteragbes que os
alteram irreversivelmente. Esta situagdo torna-se ainda mais grave devido ao
desconhecimento das estratégias de regeneracdo espontanea, do crescimento de
algumas espécies, do abortamento de sementes e da mortalidade de plantulas, das
taxas de crescimento das espécies nativas e de sua fenologia (TORRES, 1985). Este
fato implica na necessidade de se tomarem medidas que conduzam a conservagao
dos recursos genéticos.

As espécies nativas, de um modo geral, apresentam crescimento lento, dai a
importancia de se definir um substrato que promova boa a velocidade e uniformidade
na germinacdo aliado a temperatura e a boas condi¢des fisioldgicas da semente.
Plantas epifitas como as bromélias exigem substratos de baixa densidade, alta
permeabilidade e aeracdo. A presenca de matéria organica em grande propor¢cao no
meio de cultivo pode melhorar tais caracteristicas (KAMPF, 1992).

O teste de germinacao é o parametro oficial mais utilizado para a avaliacdo da
qualidade fisiolégica de uma semente, sendo de elevada importancia em programas
de controle de qualidade (CAMPOS, 1997) e segundo Aguiar et al. (1993) o
conhecimento da germinacdo tem sido ressaltado, por diversos autores, como
imprescindivel para se compreender o ciclo biolégico e o0s processos de
estabelecimento da vegetacdo nativa, assim como para producdo de mudas em
viveiros. Para um grande numero de espécies cultivadas existem recomendacfes
para conducdo do teste de germinacdo (BRASIL, 1992). No entanto, espécies como

as a familia Bromeliaceae necessitam de informacdes. Segundo Mercier e Guerreiro
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Filho (1990) a germinacdo de sementes € um aspecto pouco estudado na
reproducdo de bromélias.

A determinacao do tipo de substrato a ser utilizado € um fator relevante, devido a
problemas relacionados aos efeitos sobre a translocacao de agua, ao sistema solo-
planta-atmosfera e no estabelecimento do sistema radicular (SPURR & BARNES,
1973).

A reunido de informacdes sobre a velocidade de germinacdo de sementes, aliada
aos dados sobre a morfologia e desenvolvimento de plantulas, é muito util nos
trabalhos em viveiros, em pesquisas sobre armazenamento de sementes e na
regeneracao de diversas espécies (KUNIYOSHI, 1983). A necessidade de trabalhos
visando ao esclarecimento da estrutura das plantulas vem sendo ressaltada desde o
inicio do século (COMPTON, 1912), porém, os dados disponiveis ainda sao
escassos, conforme salienta Garwood (1995).

O conhecimento da morfologia da semente e do desenvolvimento pés-seminal
permite entender a fitogenia e as tendéncias evolutivas dessas estruturas,
constituindo assim uma ferramenta (til para iniciar a identificacdo de sementes
desconhecidas, contribuindo para a caracterizagao de grupos taxondmicos (ROSA et
al. 2005) bem como para estudos sobre regeneracdo em ecossistemas naturais
(OLIVEIRA 2001; MELO; VARELA 2006), visto que a emergéncia e o0
estabelecimento das plantulas sdo considerados estagios decisivos no ciclo de vida
das plantas (FENNER, 1985; MELO et al. 2004). Neste sentido consideram-se como
prioritarios estudos que contemplem espécies como as da familia Bromeliaceae dado
0 interesse cientifico que elas proporcionam face ao valioso germoplasma que
possuem.

Diante do exposto o estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de duas
espécies de Bromeliaceae, testando diferentes substratos, fornecendo informacdes
sobre o tipo de germinagdo e de plantula bem como tempo médio de germinacéo,

além de descrever a morfologia do desenvolvimento pos-seminal.
MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Laboratério de Analise de Sementes da

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), municipio de Cruz das Almas,

Bahia. Sementes de Hohenbergia stellata Schultes f. e Neoregelia sanguinea foram
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coletadas de frutos maduros e em inicio de deiscéncia, na reserva florestal da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, estas foram extraidas manualmente,
sendo a mucilagem que envolve as sementes de Bromelioideae retirada para evitar a
proliferacdo de fungos. As sementes foram armazenadas e acondicionadas em
recipientes plasticos semipermedéveis dotados de tampa, mantendo-se em condi¢des
ambientais até a concluséo do trabalho.

Para a descricdo biométrica das sementes, comprimento, largura e espessura,
foram escolhidas ao acaso 20 sementes de aproximadamente 10 individuos
diferentes, escolhidos aleatoriamente, medidas individualmente com paquimetro
digita. O peso de mil sementes foi determinado utilizando balanca analitica de
precisao, utilizando-se quatro repeticbes de 500 sementes, conforme metodologia
adaptada de Brasil (1992). Determinou-se o teor de agua das sementes na base
Umida, pelo método da estufa a 105°C + 3°C (BRASIL, 1992), utilizando quatro
repeticbes de 100 sementes.

A semeadura foi realizada em caixas plasticas tipo Gerbox, contendo duas
folhas de papel filtro, pré-umedecidas com um volume de agua destilada equivalente
a 2,5 vezes a massa do papel (Brasil, 1992), areia lavada e esterelizada, Plantmax®
e Vermiculita®. Os trés dltimos substratos foram umedecidos com 50,0 mL; 35,0 mL
e 42,0 mL de agua destilada, respectivamente, conforme foi percebido indicio de
umidade no fundo do recipiente. O delineamento experimental para o teste de
germinacao foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e 100 sementes por
repeticao.

Cada tratamento foi constituido por quatro repeticbes de 50 sementes. A
avaliacdo da germinacao foi diaria até a estabilizacdo, tendo os seus dados
expressos em porcentagem de sementes germinadas para cada tratamento. O indice

de velocidade de germinacao (IVG) foi obtido segundo Maguire (1962) pela formula:

e 3(2)

Onde gi: niumero de sementes germinadas na iésima contagem e
di: nimero de dias para germinar a partir da semeadura até a iésima
contagem.
Foi considerada como semente germinada quando ocorreu o rompimento dos

tegumentos e protrusdo da raiz primaria. As médias para porcentagem de
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germinacdo e porcentagem de emergéncia foram transformadas para arc sen
[(x+0,5)/100]°° para aproximacéo a curva normal (STEEL; TORRIE 1980).

Também foi avaliado o comprimento (mm) médio da parte aérea (determinado
com paquimetro digital a partir do colo até a extremidade da maior folha);
comprimento (mm) médio de raizes (determinado com paquimetro digital a partir do
colo até a extremidade da raiz principal) e massa fresca da plantula (g) (determinada
com balanca analitica de precisdo). Para o comprimento meédio da parte aérea, para
o comprimento meédio da raiz e a massa fresca da plantula utilizou-se para a
avaliacao 25 plantulas de cada repeticéo.

Encerrada as avaliagbes da germinacao definiu-se o momento da primeira e da
altima contagem, expressos em porcentagem. Para determinar a primeira contagem
considerou o numero de dias, em que em media de 50% das sementes germinaram
em pelo menos um dos tratamentos.

Foram realizadas as analises das propriedades fisicas dos substratos como
densidade aparente, porosidade total e capacidade de retencdo de agua, pela
metodologia de Fretz (1979), sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Realizou-se a
correlagdo simples de Pearson entre as variaveis dos atributos dos substratos e as
variaveis avaliadas na germinacdo (PIMENTEL-GOMES, 2000), comparando as
meédias pelo teste T distribuicao bilateral (SANTANA; RANAL, 2004).

A ilustracdo e descricado da morfologia e estrutura organizacional das sementes
seguiram-se a terminologia adotada por Smith e Downs (1974) e Beltrati (1994);
sendo realizada & méo livre, com posterior confeccao de pranchas com tinta nanquim
sobre papel vegetal. A descricdo das fases do desenvolvimento pds-seminal da
plantula foi considerada até a terceira folha totalmente expandida para a
Hohenbergia stellata Schultes f. e a segunda folha totalmente expandida para a
Neoregelia sanguinea. Quanto a descricdo das plantulas adotou-se a terminologia de
Pereira (1988).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O fruto de Hohenbergia stellata Schultes f. e € composto em média por 57
sementes, sendo estas pequenas (Figura 1a), elipticas, medindo aproximadamente
3,1mm de comprimento e largura de 0,8 mm, sem apéndice, envolvidas em uma

substancia mucilaginosa, com teor de agua de 67% b.u. A massa média da matéria
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fresca e seca de 1000 sementes foi de 1,859 e 0,529, respectivamente. Quanto a
Neoregelia sanguinea cada fruto é constituido em média por 79 sementes, também
pequenas (Figura 1b), elipticas, sendo que cada semente apresenta comprimento
médio de 2,0 mm e largura de 0,4 mm, sem apéndice, envolvidas por uma
substancia mucilaginosa, com teor de agua de 29,1% b.u. A massa média da matéria
fresca e seca de 1000 sementes foi de 0,359 e 0,259, respectivamente (Tabela 1).

Figura 1. Aspecto da semente de Hohenbergia stellata Schultes f. (a) e Neoregelia

sanguinea (b). Cruz das Almas - BA, 2010. Barra: 5mm.

Com relacdo a morfologia das sementes, em ambas as espécies estudas, 0s
resultados obtidos estdo de acordo com as caracteristicas morfologicas das
sementes encontradas em diversas espécies Bromeliaceae. Pereira et al., (2008)
estudando a morfologia de sementes e do desenvolvimento pos-seminal em seis
espécies de Bromeliaceae, observaram que as espécies que pertenciam a subfamilia
Bromelioideae (Aechmea blanchetiana, Wittrockia gigantea) apresentavam sementes
pequenas, elipticas, sem qualquer tipo de apéndice e envolvidas por substancia
mucilaginosa.

ANASTACIO e SANTANA (2010) encontraram o teor de agua de 35% em
sementes de Ananas ananassoides. Carvalho e Nakagawa (2000) afirmam que, uma
vez que a semente atinge a maxima acumulacdo de matéria seca ela passa a nao
receber mais fotossintetizados da planta e, nesse ponto o teor de agua geralmente é
elevado, oscilando entre 30% e 50%. Espécies como Pterogyne nitens atingem a

maturidade fisiolégica com teores de agua mais elevados, entre 60% e 65%



83

(CARVALHO et al.,1980) e outras, como Caesalpinia echinata, teores médios entre
30% e 40% (BORGES et al., 2005).

Os teores de agua observados nas espécies em estudo estdo adequados para a
germinacao, contudo sédo considerados altos para o processo de conservacao das
sementes. O conhecimento do teor de umidade possibilita a preservacdo da
gualidade fisica e fisiologica da semente, permitindo a escolha mais adequada para
os procedimentos de colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento (NERY;
CARVALHO; OLIVEIRA, 2004). Existem informacdes ainda insuficientes sobre a
determinacdo mais adequada do teor de umidade para espécies ornamentais
nativas, o que provoca dificuldade na uniformizacdo dos procedimentos basicos dos
resultados de umidade (RAMOS; BIANCHETTI, 1990).

Tabela 1. Dimensdes da semente (DS); teor de agua da semente (TA); massa da
matéria fresca de 1000 sementes (MF); massa da matéria seca de 1000 sementes
(MS) e numero meédio de sementes por fruto (NSF) em duas espécies de

Bromeliaceae. Cruz das Almas — BA, 2010.

Espécie DS(mm) TA(%b.u) MF(Q@ MS(g NSF

Hohenbergia stellata
Schultes f. 3,1x0,8 71,90 1,85 0, 52 57

Neoregelia sanguinea 2,0x0,4 29,1 0, 55 0,25 79

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram diferencas significativas
para todos os atributos dos substratos avaliados. A maior densidade (DENS) foi
observada na areia, assim como as menores médias para a porosidade total (PT) e
para a capacidade de retencdo de agua (CRA). A menor densidade e as maiores
meédias de porosidade total e capacidade de retencdo de agua foram observados
para a vermiculita.

Verdonck et al. (1981) afirmam que as caracteristicas fisicas do substrato sdo as
mais importantes, por causa das relacdes ar-agua ndo poderem sofrer mudancas
durante o cultivo. Entre essas, Kampf (2001) cita a densidade, a porosidade, a

disponibilidade de agua e de ar do substrato. Os mesmo autor afirma que para
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substratos, buscam-se valores de porosidade total entre 0,75 - 0,90 m® m™, para
melhor aeracéo, infiltracdo de agua e drenagem.

Tabela 2. Atributos fisicos* dos substratos utilizados para germinagdo de sementes
de Hohenbergia stellata Schultes f. e Neoregelia sanguinea. Cruz das Almas — BA,
2010.

Substratos Densidade Porosidade total Capacidade de retencéo
(g.cm ™) (%) de agua (%)
Areia 1,80 a 20,44 b 12,68 b
Papel 0,32 ab 80,00 ab 57,50 ab
Plantmax © 0,65 ab 69,62 ab 26,27 ab
Vermiculita © 0,24 b 82,30 a 63,93 a

*Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-
Wallis.

A germinagao das sementes de Hohenbergia stellata Schultes f. foi iniciada aos
quatro dias apos a semeadura, pelo rompimento dos tegumentos e protrusdo da raiz
primaria (Figura 2), independentemente do substrato. Quanto a Neoregelia
sanguinea a germinacdo deu inicio aos cinco dias, em papel, ao sexto dia em
Vermiculita® e Plantmax®, e ao sétimo dia em areia, pelo rompimento dos
tegumentos (Figura 3) e protrusdo da raiz primaria. A estabilizacdo da germinacéo foi
verificada aos 11 dias de monitoramento para a Hohenbergia stellata Schultes f. e
aos 21 dias para a Neoregelia sanguinea (Figuras 4 e 5).

As duas espécies de Bromeliaceae estudadas nesse trabalho apresentam
cotilédones que se elevam acima do nivel do substrato durante o alongamento do
hipocdétilo, dessa forma a germinacdo de ambas foram caracterizadas como epigeal.
As caracteristicas que condicionam a germinacdo epigea em Bromeliaceae estédo
relacionadas com a tendéncia ao epifitismo e a auséncia ou rara presenca de feixes
vasculares na bainha cotiledonar (BOYD, 1932). Além desses fatores, a maioria das
espécies de bromélias estudadas apresenta exigéncia de luz para a germinagao das
sementes (MERCIER; GUERREIRO FILHO 1990; BENZING 2000).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com Pereira (1988),
pois a germinacao epigea também foi encontrada por este mesmo autor em algumas

espécies pertencentes a subfamilia Bromelioideae.
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Figura 2. Aspecto do desenvolvimento pés-seminal de Hohenbergia stellata
Schultes f.; Rompimento dos tegumentos apds quatro dias do inicio da germinacao
(a-c); Protrusao da raiz primaria seguida do hipocétilo aos 11 dias (d); cp: colo com

pélos; hi: hipocétilo; rp: raiz primaria. Barra = 5mm. Cruz das Almas — BA, 2010.

Figura 3. Aspecto da germinacdo de Neoregelia sanguinea; Rompimento dos
tegumentos apos cinco dias do inicio da germinacao (a-c). Barra = 5mm. Cruz das
Almas — BA, 2010.
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Figura 4. Numero médio de sementes germinadas em relacdo ao tempo de
germinacao e diferentes substratos em Hohenbergia stellata Schultes f. Cruz das
Almas — BA, 2010.
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Figura 5. Numero médio de sementes germinadas em relacdo ao tempo de
germinacao e diferentes substratos em Neoregelia sanguinea. Cruz das Almas — BA,
2010.
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Em sementes de Aechmea nudicaulis Griseb., Neoregelia cruenta (Graham) L. B.
Sm. e Vriesea neoglutinosa Mez., o inicio das germinagcdes ocorreu logo apds o
terceiro dia (MANTOVANI; IGLESIAS, 2005). Pereira et al. (2008), estudando
morfologia de sementes e do desenvolvimento pos-seminal de seis espécies de
Bromeliaceae, verificaram que a germinacao ocorreu entre o0 3° e 0 15° DAS para a
maioria das espécies avaliadas. Os mesmos autores (PEREIRA et al.,, 2009a)
estudando o comportamento germinativo de espécies epifitas e rupicolas de
Bromeliaceae relatam que a germinacado iniciou-se em meédia aos 4-7 dias apés
semeadura, ao passo que Angelim et al. (2007) estudando a germinacdo e aspectos
morfolégicos de plantas de macambira (Bromelia laciniosa) averiguaram que a
germinacao ocorreu apos o periodo de 33 dias. Informacdes como estas evidenciam
diferencas fisiologicas das sementes entre as diversas espécies da familia
Bromeliaceae.

O substrato comercial Vermiculita®, proporcionou as maiores porcentagens de
germinacao e indice de velocidade de emergéncia para a bromelidcea Hohenbergia
stellata Schultes f. No entanto, para a espécie Neoregelia sanguinea ndo foram
observadas diferencas significativas quanto a porcentagem de germinacdo, porém
indice de velocidade de emergéncia foi superior no substrato papel (Tabela 3). A
capacidade de retencdo de agua desses substratos, reunida a caracteristicas
inerentes que regulam o fluxo de agua para as sementes influenciaram os
resultados, especificamente para a Hohenbergia stellata Schultes f. De acordo com
Mayer (1986), a temperatura, juntamente com a umidade do substrato e a luz, s&o os
principais fatores que influenciam a germinacéo de sementes.

Alguns autores relatam que as propriedades fisicas e quimicas da Vermiculita®
possibilitam uma alta capacidade de retencdo de agua e condicOes ideais de
aeracdo, tornando-o um substrato adequado para utilizagdo em ensaios de
germinacéo (ANDRADE et al., 2000; ARAUJO et al., 1991).
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Tabela 3. Dados sobre "IVG - indice de velocidade de germinacéo (Maguire 1962) e
porcentagem de germinagdo em duas espécies de Bromeliaceae. Cruz das Almas —
BA, 2010.

Substrato
Espécie Areia Plantmax ® Vermiculita ® Papel
VG
Hohenbergia stellata
Schultes f. 68,03ab 51,66ab 87,47a 26,87b
Neoregelia sanguinea 36,92ab 63,41ab 64,87ab 78,86a
Germinacao (%)
Hohenbergia stellata
Schultes f. 64,50ab 64,00ab 80,00a 26,50b
Neoregelia sanguinea 28,75a 39,50a 46,00a 46,25a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nesse trabalho foi avaliada também a germinagdo sobre papel no escuro, que
chegou a 90% para a Hohenbergia stellata Schultes f., diferindo estatisticamente do
papel no claro (26,50%), e as plantulas apresentaram maior IVG (110,06). Para a
Neoregelia sanguinea nao foram verificadas diferencas significativas entre as
condicbes de papel claro e escuro (25,0 %), no entanto o IVG foi inferior sob
condicdo de escuro (28,18). Os resultados da germinagdo no escuro nao foram
incorporados as tabelas por apresentarem fontes de variagcdo distintas dos
substratos.

O mecanismo de deteccédo de qualidade e quantidade de luz pelo fitocromo
pode explicar a prevencdo a germinagdo em condigBes encontradas sob luz difusa
de florestas fechadas (PONS, 2000). De acordo com Socolowski e Takaki (2004),
sementes que possuem fitocromo A podem germinar tanto sob luz quanto no escuro,
porém as que possuem apenas o fitocromo B s6 germinam em presenca de luz.
Silveira et al. (2004) estudaram a influéncia da luz e da temperatura, na germinagéo
de Marcetia taxifolia, e classificaram esta espécie como fotoblastica positiva, uma
vez que suas sementes responderam positivamente ao estimulo luminoso.
Entretanto, também observaram que a germinacdo nao foi restrita & presenca de luz,
visto que ocorreu no escuro continuo, apesar de significativamente menor.

Vieira e Carvalho (1994) afirmam que a velocidade de germinacdo € um dos
conceitos mais antigos de vigor de sementes. Lotes de sementes com porcentagens

de germinacdo semelhantes, frequentemente mostram diferencas em suas



89

velocidades de germinacgéo, indicando que existem diferencas de vigor entre eles,
isto é, que ha uma relacdo direta entre a velocidade de germinacdo e o vigor das
sementes (KRZYZANOWKSKI et al., 1999).

O inicio do desenvolvimento pds-seminal foi marcado pela emissdo da raiz
priméria. A presenca de plantulas normais e plantulas jovens (Figura 6) ocorreram
em torno dos oito e 15 dias apOds semeadura para a Hohenbergia stellata Schultes f.
respectivamente. Para a Neoregelia sanguinea o surgimento de plantulas normais e
jovens (Figura 7) aconteceram a partir do 12° e 20° dia ap0s semeadura
respectivamente.

Pereira et al. (2008) relatam o surgimento de plantulas normais em algumas
espécies de Bromeliaceae entre 0 8° e 0 18° DAS e jovens entre 0 12° e 30° DAS
respectivamente. Entretanto Pereira (2009b) verifica que somente no 20° dia apods a
semeadura ouve a formacéo de plantulas normais para a Nidularium innocentii, € no

21° dia para Nidularium procerum.

Figura 6. Morfologia do desenvolvimento pés-seminal da plantula de Hohenbergia
stellata Schultes f. Plantula normal; oito dias apds semeadura (a-b). Planta jovem;
15 dias apdés semeadura (c). hi: hipocétilo; eo: edfilo; rp: raiz primaria; ra: raiz
adventicia. Barra = 5mm. Cruz das Almas — BA, 2010.



90

Figura 7. Morfologia do desenvolvimento pds-seminal da plantula de Neoregelia
sanguinea. Plantula normal 12 dias apos semeadura (a-b). Planta jovem 20 dias
apOs semeadura (c). hi: hipocétilo; eo: edfilo; rp: raiz primaria; ra: raiz adventicia.
Barra = 5mm. Cruz das Almas — BA, 2010.

Para comprimento de parte aérea (mm), comprimento de raiz (mm) e massa
fresca (g) das plantas verifica-se que houve diferencas significativas entre os
diferentes substratos testados. Com relagcédo a parte aérea as melhores médias foram
verificadas quando foi utilizado o Plantmax® como substrato para Hohenbergia
stellata Schultes f. Quanto a Neoregelia sanguinea as maiores medias foram
observados nos substratos Vermiculita® e Plantmax® (Tabela 4). Com relacdo a
comprimento da raiz a Vermiculita® proporcionou o melhor desenvolvimento para as
duas espécies estudadas, apesar de para a Neoregelia sanguinea nao haver

diferencas significativas em relacdo aos demais substratos (Tabela 5).
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Tabela 4. Comprimento médio de parte aérea (mm) de duas espécies de

Bromeliaceae em diferentes substratos. Cruz das Almas - BA, 2010.

Substrato
Genoétipo Papel Areia Plantmax ® Vermiculita ®
Hohenbergia stellata
Schultes f. 13,71c  36,95b 49,62a 39,68b
Neoregelia sanguinea 5,26b 7,61ab 9,02a 8,95a

Médias seguidas pela mesma letra minUscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 5. Comprimento médio de raiz (mm) de duas espécies de Bromeliaceae em

diferentes substratos. Cruz das Almas - BA, 2010.

Substrato
Genoétipo Papel Areia Plantmax © Vermiculita ©
Hohenbergia stellata
Schultes f. 12,18b 10,36b 6,24c 17,20a
Neoregelia sanguinea 1,96a 3,07a 2,96a 3,5l1a

Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O substrato Vermiculita® promoveu o maior desenvolvimento das plantulas de
Hohenbergia stellata Schultes f. (Tabela 6), enquanto para a Neoregelia sanguinea,

n&o foram observadas diferencas significativas entre os substratos Areia e Plantmax®

Tabela 6. Massa fresca (g) de duas espécies de Bromeliaceae em diferentes

substratos. Cruz das Almas - BA, 2010.

Substrato
Gendtipo Papel Areia Plantmax © Vermiculita
Hohenbergia stellata
Schultes f. 0,013c 0,022b 0,019bc 0,041a
Neoregelia sanguinea 0,001b 0,007a 0,006a 0,005ab

Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas linhas nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre as médias de primeira
contagem, germinacdo, indice de velocidade de germinagcdo, comprimento de
epicotilo, comprimento de raiz e massa fresca das espécies Hohenbergia stellata
Schultes f. e Neoregelia sanguinea e os atributos dos substratos utilizados
encontram-se nas Tabelas 7 e 8.

De acordo com os resultados da andlise de correlacdo de Pearson pode-se inferir
houve efeito fortemente positivo e significativo a 1% de probabilidade, para as duas
espécies estudadas, em relacdo a capacidade de retencdo de agua (CRA) e
porosidade total (POR). Os dados obtidos revelam que essas caracteristicas sdo as
gue mais contribuem no armazenamento de agua, possibilitando de certa forma a
sua absorc¢éao pelas plantas.

O indice velocidade de germinacdo (IVG) da espécie Hohenbergia stellata
Schultes f. correlacionou-se de forma fortemente positiva e significativa, a 1%
probabilidade, com a primeira contagem de sementes germinadas (PCO) e com a
porcentagem de germinacédo (GER). Entre a porcentagem de germinacéao (GER) e o
indice velocidade de germinacao (IVG), para esta mesma espécie, também ocorreu
correlacao fortemente positiva e significativa. Os dados obtidos indicam que estes
fatores séo diretamente proporcionais.

Para a Neoregelia sanguinea, em relacdo esses mesmos parametros, ocorreu
correlacdo fortemente positiva e significativa, a 1% probabilidade, para o indice
velocidade de germinacdo (IVG) em relagcdo a primeira contagem (PCO) e a
porcentagem de germinacdo (GER). Esses resultados evidenciam que, a medida que
temos um maior nimero de sementes germinadas na primeira contagem e,
consequentemente, maior porcentagem de germinacao, aumenta-se o IVG sugerindo

gue estas sementes encontravam-se vigorosas na ocasiado da realizacéo do trabalho.
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Tabela 7. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os pares
de caracteres para a espécie Hohenbergia stellata Schultes f. Cruz das Almas — BA,
2010.

POR CAP PCO GER VG EPI RAI MAS
ns ns ns ns ns ns ns ns

DEN .0.08689 -0.57729 -0.17076 0.11964 0.05931 0.65472 -0.51299 -0.22040
ns ns ns ns ns ns

POR 0.85331* (0.01772 -0.10985 -0.09878 -0.00775 -0.00920 0.16302
ns ns ns ns ns ns

CAP 0.16005 -0.09990 -0.05864 -0.27666 0.32210 0.35224
ns ns ns

PCO 0.85973* 0.91095** (.27962 0.61777 0.45119
ns ns ns

GER 0.99178* (050146 0.39000 0.32505
ns ns ns

VG 0.45673  0.44802  0.34451
ns ns

EPI 0.07758  0.48664
ns

RAI 0.65658

ns _
~ nao-significativo; ** significativo a 1%, pelo teste t.

DEN = Densidade (g cm-3); POR = Porosidade Total (%); CAP = Capacidade de Retencdo de Agua (%); PCO =
primeira contagem; GER = Germinagéao (%); IVG = Indice de velocidade de germinacao (%); EPI = epicdtilo (mm);
RAIl = Raiz (mm); MAS = Massa fresca (g)

Tabela 8. Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os pares de

caracteres para a espécie Neoregelia sanguinea. Cruz das Almas — BA, 2010.

POR CAP PCO GER VG EPI RAI MAS

ns ns ns ns ns ns ns ns

DEN  -0.08689 -0.57729 -0.41358 -0.17230 -0.38371 0.38979 0.07874  0.45871
>k ns ns ns ns ns ns

POR 0.85331** (71489 0.71493 0.75912 -0.02188 -0.08725 -0.47658
ns ns ns ns ns ns

CAP 0.73718 0.66785 0.77958 -0.13316 -0.05238 -0.56427
ns Sk ns ns ns

PCO 0.58085  0.85079* _043403 -0.20101 -0.62549
*% ns ns ns

GER 0.90215" 006399 -0.09545 -0.35028
ns ns ns

IVG -0.31655 -0.21225 -0.56984
ns ns

EPI 0.76404  0.75528
ns

RAI 0.69301

ns

= nAo-significativo; ** significativo a 1%, pelo teste t.
DEN = Densidade (g cm-3); POR = Porosidade Total (%); CAP = Capacidade de Retencdo de Agua (%); PCO =
primeira contagem; GER = Germinacao (%); IVG = indice de velocidade de germinacéo (%); EPI = epicétilo (mm); RAI
= Raiz (mm); MAS = Massa fresca (g).

CONCLUSOES

O substrato Vermiculita® promove as melhores médias para a Hohenbergia
stellata Schultes f. na maioria das variaveis analisadas;

Os substratos exercem pouco efeito sobre a germinacdo e sobre o vigor das
plantulas de Neoregelia sanguinea;
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As espécies Hohenbergia stellata Schultes f. e Neoregelia sanguinea possuem
comportamento germinativo é do tipo epigeal,

O conhecimento da morfologia das sementes e plantulas de Bromeliaceae sdo
ferramentas Uteis para estudos taxondmicos, ecolégicos e de tecnologia de

sementes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A conservacao de recursos genéticos vegetais dos biomas tropicais € um tema
de importancia mundial. Um dos grandes desafios da humanidade é desenvolver
estratégias e tecnologias que permitam promover o desenvolvimento social e
econdbmico das inumeras regides do planeta sem destruir a importante
biodiversidade que serve de base para a propria sobrevivéncia humana. O desafio é
gigantesco, pois o0 impacto humano sobre o ambiente natural é significativo e
crescente (MEFFE, 1997).

Vitimas das devastacfes de seus habitats naturais, perseguidas por serem
acusadas de facilitar a proliferacdo de insetos responsaveis pela transmissao de
doencas como malaria e dengue, as plantas da familia Bromeliaceae, como plantas
ornamentais, alcancam bom preco no mercado e, por isso, a procura por espécies €
cada vez maior estimulando a coleta predatéria, levando conseglientemente a
extincao.

O processo de extincdo esta relacionado ao desaparecimento de espécies em um
determinado ecossistema e ao longo do tempo, 0 homem vem acelerando muito a
taxa de extincdo de espécies, a ponto de ter-se tornado, atualmente, o principal
agente da perda de valiosos recursos genéticos como no caso das Bromeliaceae.

Existem muitas limitacdes para a exploracdo comercial das Bromeliaceae visto
que a producdo de bromélias para comercializagdo é lenta e dificil, ou seja, néo
compensa. As técnicas de multiplicacéo in vitro bem como de conservacao in vitro
constituem-se em meétodos valiosos para a conservacdo de recursos geneéticos
vegetais (HARDING et al., 1997).

O conhecimento da morfologia da semente bem como do desenvolvimento poés-
seminal contribui para a caracterizagcdo de grupos taxondmicos (ROSA et al., 2005),
podendo auxiliar nas analises de germinagdo e conservacdo de sementes bem
como em pesquisas sobre recuperacdo de ecossistemas naturais; uma vez que a
emergéncia e o estabelecimento das plantulas séo estagios criticos no ciclo de vida
das plantas (MELO et al. 2004).

Com o intuito de estabelecer um protocolo de multiplicac&o in vitro e conservacao
in vitro de espécies de Bromeliaceae bem como conhecer sua germinacdo e
plantula, avaliando diferentes substratos, foi realizado o presente estudo sendo os

resultados obtidos de grande relevancia para a reposicdo e preservacdo dos
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recursos genéticos destas espécies, pois, envolve a multiplicacdo e conservacgao in
vitro, a germinacao e o desenvolvimento poés-seminal de bromélias.

O protocolo de multiplicacdo e conservacéo in vitro estabelecido nesse trabalho
podera servir como ponto de partida para estudos mais aprofundados sobre as
espécies Aechmea distichantha Lem. var. distichantha, Aechmea bromeliifolia
(Rudge) Baker var. bromeliifolia, Aechmea multiflora L.B.Sm e Hohenbergia catingae
Ule var. catingae.

Os estudos com relacdo a germinacdo e desenvolvimento pos-seminal de
Hohenbergia stellata Schultes f. e Neoregelia sanguinea fornecerédo informacdes
sobre a familia Bromeliaceae que contribuirdo para sua domesticacdo e
conservacao. Entretanto, é importante ressaltar a necessidade de maiores
investimentos em pesquisas, campanhas de conscientizacgdo em relacdo ao
potencial para utilizacdo das espécies da flora nativa brasileira de forma sustentavel,
a fim de promover a preservacdo do patriménio genético e da biodiversidade para as

futuras geracoes.
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