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CONSERVAGAO IN VITRO E MICROPROPAGAGAO DE
BROMELIACEAE OCORRENTE NO TRANSECTO DA FERROVIA
DE INTEGRAGAO OESTE-LESTE - FIOL

RESUMO: Bromeliaceae desempenha um papel fundamental nos ecossistemas
em que se encontram. Essas plantas podem ser encontradas em uma variedade
de ambientes, que vao desde florestas umidas até regides mais aridas, o que
contribui para a sua ampla distribuicdo geografica. Aechmea Ruiz e Pav. € um dos
géneros mais diversos da subfamilia Bromelioideae e engloba 243 espécies
distribuidas em oito subgéneros. Por sua vez, Lymania Read compreende um
grupo botanico que inclui dez espécies. Esta dissertacdo esta organizada em dois
capitulos que abrangem estudos sobre a conservagao in vitro (Capitulo 1) e
micropropagacao (Capitulo 2) de Aechmea conifera, Aechmea perforata e
Lymania languida, endémicas do Brasil e ocorrentes na Bahia. O primeiro capitulo
se refere aos estudos da conservacéao in vitro sob condicbes de crescimento
minimo. Plantas in vitro foram mantidas em dois ambientes, sala de crescimento
e sala de conservagao e em dois meios de cultivo com diferentes concentracoes
de sais do MS (MS completo e MS com a metade da concentragéo de sais). O
segundo capitulo aborda a germinagcao de sementes em trés ambientes distintos
(sala de crescimento, B.O.D e casa de vegetagado). A multiplicagédo in vitro foi
realizada com meio de cultura MS, suplementado com 3% de sacarose, 0,5 mg L~
' de BAP, 0,01 mg L' de ANA, solidificado com 2,5 g L-! de Phytagel® a partir das
plantulas provenientes da germinagao in vitro e foram avaliadas ao longo de
quatro subcultivos em intervalos de 45 dias. Plantas de A. conifera apos
multiplicacdo foram aclimatizadas e reintroduzidas em ambiente natural no seu
local de origem. O cultivo em B.O.D. favorece significativamente a germinagao de
Aechmea perforata e Lymania languida, enquanto Aechmea conifera demonstra
melhores respostas germinativas em sala de crescimento. Na micropropagacao,
a Aechmea conifera € a menos produtiva com a formagao de aproximadamente
85,04 brotos por explante em cada frasco ao final do 4° subcultivo, seguida de
Lymania languida com 137,27 brotos por explante. A espécie mais produtiva foi
Aechmea perforata com mais de 150 brotos por explante. A reintrodugcao das
plantas de A. conifera se mostrou eficiente com 100% das plantas estabelecidas
no seu local de origem. Os resultados deste estudo podem subsidiar agdes de
conservagao a fim de mitigar possiveis impactos causados pela Ferrovia de
Integracéo Oeste Leste — FIOL na flora local.

Palavras-chave: Bromélia, Bromelioideae, Aechmea, Lymania, germinagao de
sementes, endemismo.



IN VITRO CONSERVATION AND MICROPROPAGATION OF
BROMELIACEAE OCCURRING ON THE WEST-EAST
INTEGRATION RAILWAY TRANSECT - FIOL

ABSTRACT: Bromeliaceae plays a key role in the ecosystems where they are
found. These plants can be found in a variety of environments, ranging from humid
forests to more arid regions, which contributes to their wide geographic distribution.
Aechmea Ruiz and Pav.. is one of the most diverse genera of the subfamily
Bromelioideae and encompasses 243 species distributed in eight subgenera.
Lymania Read, on the other hand, comprises a botanical group that includes ten
species. This dissertation is organized in two chapters that cover studies on the in
vitro conservation (Chapter 1) and micropropagation (Chapter 2) of Aechmea
conifera, Aechmea perforata and Lymania languida, endemic to Brazil and
occurring in Bahia. The first chapter refers to studies of in vitro conservation under
conditions of minimal growth. In vitro plants were maintained in two environments,
a growth room and a conservation room, and cultivated in two culture media with
different concentrations of MS salts (complete MS and MS with half the
concentration of salts). The second chapter deals with seed germination in three
distinct environments (growth room, B.O.D and greenhouse). In vitro multiplication
was performed with MS culture medium, supplemented with 3% sucrose, 0.5 mg
L' BAP, 0.01 mg L' ANA, solidified with 2.5 g L-' Phytagel® from seedlings from
in vitro germination and were evaluated over four subcultures at 45-day intervals.
After multiplication, A. conifera plants were acclimatized and reintroduced into a
natural environment at their local of origin. Cultivation in B.O.D. significantly
promotes the germination of Aechmea perforata and Lymania languida, while
Aechmea conifera demonstrates better germination responses in the growth room.
In micropropagation, Aechmea conifera is the least productive with the formation
of approximately 85.04 shoots per explant at the end of the 4th subculture, followed
by Lymania languida with 137.27 shoots per explant. The most productive species
was Aechmea perforata with more than 150 shoots per explant. The reintroduction
of A. conifera plants was efficient with 100% of the plants established in their place
of origin. The results of this study can support conservation actions in order to
mitigate possible impacts caused by the West-East Integration Railway (FIOL) on
the local flora.

Keywords: Bromeliad, Bromelioideae, Aechmea, Lymania, seed germination,
endemism.
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INTRODUGAO

Entre os ecossistemas brasileiros, destaca-se a Mata Atlantica, um dos
biomas mais biodiversos do planeta (Leme e Marigo, 1993; Franke et al., 2005;
Forzza et al., 2013). Suas condi¢des climaticas com temperaturas altas, elevada
umidade relativa do ar e precipitagdes abundantes favorecem o desenvolvimento
de uma exuberante vegetacao, e desta, destacam-se as bromélias que possuem
grande adaptabilidade e variabilidade (Leme e Marigo, 1993; Pereira, 2009).

As bromélias, pertencentes a familia Bromeliaceae, sdo plantas muito
diversas e vegetam em uma variedade de ecossistemas, como a Floresta
Amazobnica, a Mata Atlantica, a Caatinga, os Andes, sendo predominantemente
nativas das Américas do Sul, Central e Norte (Diniz e Ferreira, 2000). Apenas uma
espécie (Pitcairnia feliciana) Harms e Mildbr é encontrada no continente Africano,
mais especificamente na Guiné (Jacques-Felix, 2000; Benzing, 2000). Essas
plantas apresentam uma ampla variedade de tamanhos e cores, com folhas que
vao desde tons de verde até vermelho, roxo e amarelo, além de flores em diversas
tonalidades (Koffler et al., 2022), com adaptagdes para diferentes ambientes e
podem ser encontradas em diferentes habitats, como florestas tropicais, cerrados,

campos rupestres e regides litoraneas (Benzing, 2000).

Algumas crescem em arvores como epifitas, enquanto outras sao
terrestres, se desenvolvem no solo ou como rupicolas. Uma caracteristica
distintiva é a presencga de uma roseta de folhas formando um copo que acumula
agua, denominada de fitotelmo (Azeredo e Zanette, 2012), proporcionando um
habitat para anfibios, insetos e outros animais, demonstrando a relevancia
ecoldgica desta familia (Benzing, 2000; Dal Vesco et al., 2011). Com sua beleza
e exuberancia, algumas espécies de bromélias sdo amplamente utilizadas na

floricultura como plantas ornamentais e no paisagismo.

O crescimento dos centros urbanos e rurais, principalmente na regiao da
Mata Atlantica tem levado muitas espécies para algum grau de ameaca (Forzza
et al.,, 2013). Essa situagdo tem contribuido para uma perda expressiva de
diversidade, sendo particularmente preocupante para as espécies epifitas, grupo
que muitas bromélias estao inseridas (Wanderley e Martins, 2007).

Mais recentemente, o governo federal, com o intuito de alavancar a

capacidade de transporte nacional, priorizou o projeto da Ferrovia de Integragao
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Oeste-Leste (FIOL), uma ferrovia transversal brasileira que tem por extensao
1.527 quildmetros, ligando as cidades de llhéus, na Bahia a Figueir6polis no
Tocantins. Apesar dos impactos positivos para a regido, como a criagao de novos
empregos e o escoamento de produtos importantes, o impacto ambiental vem
preocupando, ndo apenas as comunidades que poderdo ser afetadas pela
Ferrovia, mas também a comunidade cientifica. Na Bahia, a Ferrovia vai
perpassar por trés biomas: Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado, podendo causar
perda de diversidade de espécies silvestres e/ou endémicas, algumas ja

ameacadas de extincao.

Em funcédo disso, varios estudos estdo sendo realizados, em ambitos
diversos, a partir de um projeto de avaliagdo socioambiental integrado da FIOL
(ACORDO DE COOPERACAO TECNICA N° 45/2021 — CAPES/FAPESB). A
implementagao deste projeto visa atenuar os impactos que serdo gerados pela

construcao da ferrovia.

Acgbes sdo necessarias tanto na parte de estratégias de reeducacao
ambiental, bem como investimentos em pesquisas que promovam o
desenvolvimento de técnicas de conservagdo. Essas medidas visam inibir um
cenario de erosao genética irreversivel, aléem das ameacas advindas com as

mudancas climaticas.

O foco deste trabalho sao trés espécies de bromélias, Aechmea conifera,
Lymania languida, coletadas no parque Estadual Serra do Conduru — Serra
Grande/BA e Aechmea perforata, coletada no parque Nacional de Boa Nova — Boa
Nova/BA. Essas espécies tém valor ornamental e sdo alvo de atividades
comerciais oriundas de um extrativismo predatério e da perda da biodiversidade
devido a expansao urbana e do agronegocio. Um dos problemas identificados € a
inexisténcia de um sistema de produg¢ado em larga escala que possa disponibilizar

mudas no mercado (Anacleto e Negrelle., 2013; Castro et al., 2022).

O estabelecimento de um sistema eficiente de producdo de mudas pode
representar uma alternativa viavel para mitigar tais danos. A propagacao in vitro,
conhecida como micropropagacgao, € uma ferramenta que possibilita a obtengéo
de um grande numero de plantas em um espago fisico reduzido e em um periodo
de tempo menor, além da sanidade do material produzido, quando a técnica €
utilizada corretamente (Souza et al., 2013).
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A micropropagacgao nao é aplicada apenas para produ¢ao de mudas, mas
também é a base para a conservagao in vitro de muitas espécies, onde as plantas
sao mantidas sob condi¢cbes laboratoriais controladas e com um minimo de
intervengao, garantindo, assim, a manutenc¢ao da identidade genética do material
a ser conservado. Essa estratégia é recomendada para espécies de propagagao
vegetativa, espécies com sementes recalcitrantes ou ameagadas de extingdo e
tem como base a reducédo do metabolismo celular por meio da manipulagao das
condigdes ambientais (temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa etc) ou do

meio de cultivo (Reed et al., 2013).

Esta dissertagdo esta dividida em dois capitulos que abrangem estudos
sobre a micropropagacgéao (Capitulo 1) e a conservagao in vitro (Capitulo 2) das
espécies Aechmea conifera L.B.Sm., Aechmea perforata L.B.Sm. e Lymania

languida Leme.

Os objetivos desse estudo sdo o estabelecimento de um protocolo de
micropropagacao para a produgdao de mudas em larga escala, assim como
estabelecer as melhores condicbes de conservacdo in vitro com base na

estratégia de crescimento lento.
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REFERENCIAL TEORICO

Mata Atlantica

A Mata Atlantica brasileira, em virtude de sua riqueza biologica, € um dos
34 hotspots mundiais, ou seja, uma das prioridades para a conservagao da
biodiversidade (Myers et al., 2000; Mittermeier et al., 2004), sendo de grande
importancia para o Brasil e para o mundo. Abrangendo varios estados brasileiros,
desde o Rio Grande do Sul, passando por Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Bahia até Rio Grande do Norte, a Mata Atlantica é formada por um mosaico
de ecossistemas, com fitofisionomias diferenciadas, devido a diversas
caracteristicas, tais como, condi¢des climaticas, variacdes do solo, umidade do ar,
que a torna um dos mais ricos em biodiversidade, sendo muitas delas endémicas,
ou seja, que so existem nessa regiao (Tabarelli et al., 2005; Ribeiro et al., 2009)

A Mata Atléantica é caracterizada como um dos biomas mais devastados e
mais seriamente ameacgado do planeta e estima-se que restem apenas 12,4% da
sua cobertura original, devido a agao antropica (Myers et al., 2000; Pinto e Brito,
2005; Ribeiro et al., 2009; Fundacdo SOS Mata Atlantica; INEP, 2021). Os
remanescentes florestais sdo circundados por areas de paisagem modificadas,
conhecidas como matriz (Costa e Silva, 2019). Essa matriz é composta por
diferentes tipos de uso do solo, como pastagens, agricultura intensiva,
monoculturas e vegetacdo secundaria, o que pode ser desfavoravel para as
espécies nativas da Mata Atlantica (Ricketts, 2001).

Esse ambiente modificado resulta em um aumento do efeito de borda nos
fragmentos florestais, que é causado por diferentes fatores bidticos e abidticos,
como modificagdes na umidade, temperatura, disponibilidade hidrica, incidéncia
solar e poluigdo. Esses processos influenciam diretamente nas interagdes intra e
interespecificas, como reproduc¢ao, predacao, parasitismo, competicao, herbivora,
polinizagcdo e dispersdo, o que pode afetar a diversidade e a dindmica das
comunidades presentes nos fragmentos florestais da Mata Atlantica. Por isso, é
fundamental compreender e gerenciar adequadamente a matriz ao redor desses
fragmentos, buscando minimizar os impactos negativos e favorecer a
conservagao da biodiversidade desse importante bioma (Benitez-Malvido, 1998;
Laurance et al., 2002; Costa et al, 2019).
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A condicdo da Mata Atlantica na Bahia ndo € de modo algum unica, em
comparagao com o restante do pais: de uma area original que correspondia a 36%
do territério do estado, agora restam menos de 6%. Mesmo assim, esses
remanescentes estdo extremamente fragmentados, com a maioria possuindo
dimensdes inferiores a 400 hectares e enfrentando uma forte pressdo de
degradacgao (CEAMA, 2023).

Nesse contexto, torna-se de extrema importancia discutir estratégias para
a conservacgao desse valioso patriménio, buscando conciliar a preservagao da
biodiversidade com o desenvolvimento sustentavel das comunidades locais. E,
portanto, de grande valia, compreender a importancia ecoldgica de espécies
endémicas do estado da Bahia e desenvolver atividades que podem auxiliar a

minimizar essa degradacao.

Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss., constitui um dos maiores grupos de
monocotiledéneas, integradas dentro da ordem Poales (APG |V, 2016), possuindo
82 géneros e 3.742 espécies (Gouda et al., 2023). Porém, com a descricdo de
novas espécies e o crescente estudo da familia, esses numeros vém aumentando
ao longo dos anos. No Brasil, sdo encontrados 55 géneros e 1.403 espécies,

destas 1.203 sdo consideradas endémicas (Flora e Funga do Brasil, 2020).

As bromélias estdo organizadas segundo Smith e Downs (1974; 1977,
1979) em trés Subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae. Sob
esse aspecto, analises filogenéticas e moleculares foram realizadas (Givnish et
al. (2007; 2011), e esses autores propuseram uma nova divisao referente a antiga
Pitcairnioideae em oito subfamilias Bromelioideae, Brocchinioideae,
Pitcairnioideae, Hechtioideae, Navioideae, Lindmanioideae, Puyoideae e
Tillandsioideae (Givnish et al., 2011).

A familia possui uma ampla distribuicdo geografica em todos os biomas do
territério brasileiro, sendo notavel sua adaptacdo as diferentes condicbes
climaticas e ecoldgicas, destacando-se a Mata Atlantica como um dos principais
centros de diversidade (Martinelli et al., 2008; Gomes., 2013) com
aproximadamente 940 espécies (Flora e Funga do Brasil, 2020).
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As Bromeliaceas tém demonstrado sucesso como colonizadoras de
habitats epifiticos, terrestres e rupicolas, com tricomas hidréfilos que tem a
capacidade evolutiva de desenvolver estratégias para lidar com a escassez
hidrica, e até mesmo na absor¢cdo de umidade e nutrientes da atmosfera (Pierce
et al., 2001: Horres et al.,, 2007; Vasconcellos e Oliveira, 2019). As epifitas
envolvem a adaptacao de recobrir as superficies foliares, que tém como fungao
refletir o excesso de luminosidade e retardar a transpiragdo, com o intuito de
reduzir o calor provocado pelo sol (Benzing, 2000). Os membros desta familia

apresentam uma notavel versatilidade ecologica (Horres et al., 2007).

A perspectiva distorcida das Bromeliaceae, relacionada ao potencial risco
a saude publica devido a capacidade de reservar agua e servir de criadouro para
mosquitos transmissores de doengas, causou uma destruigéo significativa dessas
plantas, tanto em ambientes residenciais quanto em habitats naturais. Essa visao
errdnea demandou uma conscientizagdo para reduzir a destruicdo deliberada

dessa familia boténica (Rocha et al., 2004).

Com a habilidade de armazenar agua em suas rosetas, elas contribuem
para a formag¢ao de micro-habitat umidos e nutritivos que sustentam organismos
da fauna e da flora (Dejean e Olmsted, 1997). Essa agua presente nas rosetas,
em contato com folhas, galhos e outros materiais, promove a decomposigao rica
em matéria organica, facilitando a germinagcao de sementes de outras espécies
(Zaluar e Scarano, 2000; Rocha et al., 2004).

Essas plantas s&o especialmente importantes como abrigo para
organismos invertebrados, o que aumenta a quantidade de recursos e biomassa
disponiveis para a fauna e flora adjacente (Benzing, 2000; Dal Vesco et al., 2011;
Givnish et al., 2014).

Os microecossistemas que se formam dentro dos tanques das bromélias
sao como pequenos mundos criados pelo emaranhado de suas folhas, onde a
agua da chuva é armazenada e a inércia combinada com o acumulo de material
organico favorece o estabelecimento dos primeiros niveis tréficos do sistema
(Benzing, 2000; Givnish et al., 2014). Como esses niveis estdo submersos,
permitem que os fitoplanctons se estabelecam e, a partir deles, ocorra o

sequenciamento da cadeia alimentar.
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Além disso, as bromélias fornecem recursos florais para polinizadores,
principalmente beija-flores (Trochilidae), que sdo seus visitantes mais comuns. A
multiplicidade de espécies de Bromeliaceae em floragao atrai um numero ainda

maior de polinizadores (Varassin e Sazima, 2000).

Assim, conservar essa familia de plantas € crucial, pois ela desempenha
um papel significativo em seus ambientes, garantindo uma ampla diversidade e
contribuindo para a recuperacao e riqueza dessas especies. Nao apenas pela
importéncia ecologica, mas também por sua sensibilidade em demonstrar as
alteragbes ambientais, ja que as bromélias servem como bioindicadores da
qualidade do ar, das condi¢des e qualidade dos sistemas que se deseja preservar
(Rocha et al., 2004).

E imprescindivel ressaltar a importancia dos estudos que abrangem a
compreensao da dindmica dos ecossistemas, ndo apenas aqueles de grande
envergadura, tais como fitofisionomias que s&o as diferentes formas e estruturas
da vegetacdo em um determinado local. Sdo importantes as macrorregides que
se referem a grandes areas geograficas com caracteristicas e padrbes especificos
que as distinguem de outras regides, mas também aquelas que ocupam espacgos
relativamente pequenos, mas igualmente significativos para a manutencdo da
biodiversidade (Brancalione, 2016; Ferreira et al., 2019). E notério que, nos
tempos atuais, existe uma grande necessidade de compreender 0os processos
inerentes a natureza, sobretudo aqueles relacionados ao funcionamento dos
ecossistemas, uma vez que o meio ambiente enfrenta, cada vez mais, os impactos
das atividades antrépicas que desencadeiam a degradagdo ambiental
(Brancalione, 2016).

Do ponto de vista econémico, a familia Bromeliaceae tem sido amplamente
utilizada como planta ornamental, aplicada em empreendimentos paisagisticos e
na ornamentacdo de ambientes. Entretanto, algumas tém importancia na
alimentacao, como o abacaxi (Ananas comosus L Merr.), apreciado como fruta
fresca ou processada (Pacheco et al., 2022), em bebidas (Araujo et al., 2009; Silva
et al., 2010), bolos (Martin et al., 2012), farinha (Mendes, 2013), geleias (Santini
et al., 2013). Além de seu uso alimentar, o abacaxi também pode ser ornamental
(Souza et al., 2012) ou voltado para a produgao de medicamentos (Franga-Santos
et al., 2009).
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Outra espécie de potencial econdbmico € o “caroa”, Neoglaziovia variegata
(Arr. Cam.) Mez, mais utilizada pelo valor de sua fibra para artesanato, cestarias,

e a producgao de barbantes, linha de pesca, tecidos e cordas (Nobrega, 2007).

Entretanto, a busca pelas bromélias de valor ornamental, de forma
extrativista, tem levado a perdas significativas de varias espécies da familia em
seus ambientes naturais (Silva e Holanda, 2010; Negrelle et al., 2011). Assim,
como forma de atenuar esse problema sdo necessarias acgdes, tanto na direcdo
de desenvolver estratégias de educagdo ambiental, como no investimento em
pesquisas que possibilitem desenvolver técnicas de conservagao, a fim de se

evitar um cenario de erosao genética irreversivel.

Uma das causas do extrativismo das bromélias para seu uso ornamental &
a falta de mudas para serem ofertados no mercado (Carvalho et al., 2006). Com
isso, o desenvolvimento de um sistema eficiente de producdo de mudas também
pode ser uma acdo complementar para minimizar os danos causados pelo

extrativismo predatorio.

Aechmea

Aechmea Ruiz e Pav. € um dos géneros mais diversificados da subfamilia
Bromelioideae, abarcando uma rica diversidade com aproximadamente 243
espécies agrupadas em oito subgéneros (Gouda et al., 2023). Essas plantas
podem ser encontradas desde os Estados Unidos até a Argentina (Reitz, 1983).
No Brasil, especialmente, a riqueza desse género é notavel, com 183 espécies,
das quais 154 sao endémicas, distribuindo-se nos biomas da Mata Atlantica,

Amazobnia, Cerrado, Pampa e Caatinga (Flora e Funga do Brasil, 2020).

Aechmea possui um papel fundamental no ecossistema em que habita.
Essas plantas podem ser encontradas em diferentes ambientes, desde florestas
umidas até areas mais aridas, o que contribui para sua ampla distribuicdo
geografica. Essas plantas, desempenham papel importante na conservagéao da
biodiversidade local, proporcionando habitat e alimento para diversas espécies de
aves e insetos, especialmente beija-flores, abelhas, mamangavas e borboletas,
que corrobora na polinizagdo dessas plantas (Matallana et al., 2010; Scrok e
Varassin, 2011; Faria et al., 2023).
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Seu sistema reprodutivo é diversificado, com inflorescéncias que podem
ser simples ou compostas, emergindo geralmente acima ou dentro das rosetas
foliares, sustentadas por escapos eretos ou levemente recurvados. As bracteas
florais podem ser livres ou parcialmente conatas com os entrendés dos ramos,
acrescentando uma complexidade interessante ao processo de polinizagdo. O
ovario € infero, podendo ou nao apresentar hipanto tubular, e os évulos sao
geralmente caudados. Os frutos que se desenvolvem apdés a polinizagao tém a
forma de bagas, um pouco maiores que o ovario, e suas sementes ndo possuem
apéndices, possibilitando a reproducéo tanto por meio de brotamento do rizoma

quanto por sementes (Martinelli et al., 2008; Faria et al., 2023).

Aechmea conifera possui algumas caracteristicas, como epifita de dossel
ou raramente terrestre, com frutos castanho-enegrescidos, com 40 cm de
comprimento, bainha enegrescida, flores de pétalas brancas, folhas verde-
amareladas, inflorescéncia estrobiliforme com bracteas azuis acinzentadas;
roseta com 2 m de didametro, infundibuliforme, folhas rosuladas e espinhos na
margem. Sua Inflorescéncia central, esbranquicada, sépalas esverdeadas, bainha
castanho, folhas com até 1,70 cm de comprimento, pétalas ovadas e pedunculo
medindo cerca de 40 cm de altura. Vale ressaltar, que essas plantas podem ser

utilizadas no paisagismo de grandes areas.

Aechmea perforata € uma espécie estritamente terrestre com ocorréncia
em Floresta Estacional Semidecidual, denominada popularmente como ‘Mata de
Cipd’ ou raramente na Floresta Ombrdfila, duas fitofisionomias da Mata Atlantica.
A espécie ocorre desde o norte do estado do Espirito Santo ao Nordeste da Bahia.
A espécie possui aproximadamente 1,2 m de altura com folhas infundibuliforme,
rosuladas com espinhos na margem. A inflorescéncia é recoberta por uma
lanugem esbranquigada, dando a impressao de um algoddo. As flores possuem
pétalas azuis e muito atrativas para passeriforme, principalmente o gravatazeiro
(Rhopornis ardesiacus), ave da familia Thamnophilidae e microendémica da
regido de Boa Nova e Brejoes no estado da Bahia.

Lymania

Lymania Read é um género que compreende dez espécies (Gouda et al.,

2023) e foi estabelecido com base em caracteristicas especificas, tais como
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pétalas livres e ovario infero sulcado ou alado (Read, 1984). Entre as espécies
desse género, nove sdo endémicas do sul da Bahia, encontrando-se restritas ao
dominio da Mata Atlantica (Marinho et al., 2007; Sousa Wendt, 2008).

As espécies do género Lymania compartiiham algumas caracteristicas-
chave. Geralmente, formam rosetas com formato semelhante a um tanque,
compostas por 5 a 10 folhas com bainhas foliares elipticas e inteiras. As laminas
foliares sao lineares, e o escapo € ereto e proeminente, muitas vezes incluso no
interior do tanque. O ovario é infero, profundamente sulcado ou alado, com um
tubo epiginico curto. Essas plantas tém uma propagag¢ao mais efetiva por meio de
sementes, em detrimento da propagacao vegetativa por estoldes (Flora e Funga
do Brasil, 2020).

Desse grupo de dez espécies presentes no género, 3 delas (L.
marantoides, L. languida e L. smithii), ndo foram avaliadas quanto ao risco de
ameaca. Lymania languida apresenta algumas caracteristicas como rosetas
lageniformes, com aproximadamente 25 a 30 cm de altura durante a floragéao,
compostas por oito a nove folhas, cujo apice é acuminado e levemente caudado,
com espinhos imperceptiveis menores que 0,5 mm. Suas flores sdo frouxamente
dispostas. As sépalas sdo agudas e conatas na base, de cor verde-clara,
enquanto as pétalas sio livres e suberetas na antese, com o apice em um tom

variando de branco a azul claro (Flora e Funga do Brasil, 2020).
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Aechmea conifera Aechmea perforata Lymania languida

Figura 1. Plantas e inflorescéncia de Aechmea conifera, Aechmea perforata e
Lymania languida.

Ferrovia de Integracao Oeste-Leste — FIOL

O governo federal, com o intuito de alavancar a capacidade de transporte
nacional, priorizou o projeto da Ferrovia de Integragdo Oeste-Leste (FIOL), com
uma extensdo de 1.527 quildmetros, ligando as cidades de IIhéus, na Bahia a

Figueirdpolis no Tocantins. O empreendimento esta dividido em trés trechos:

Trecho I: llhéus/BA — Caetité/BA, com extensdo de 537 km, com mais de
76% de execucgao fisica da obra. Trecho qualificado para subconcessao na
primeira reunidao do Conselho do PPIl, em 13 de setembro de 2016. Trecho II:
Caetité/BA — Barreiras/BA, com extensao de 485 km, dos quais cerca de 29% das
obras estdo executadas. Trecho Ill: Barreiras/BA — Figueirépolis/TO, com
extensdo aproximada de 505 km, em fase de estudos e projetos (Instituto Brasil
Logistica, 2021).

O projeto visa formar corredor logistico de transporte, ampliando as
possibilidades de escoamento da produgao agricola, mineragao e carga em geral,

elevando a economia e o desenvolvimento nacional.

De acordo com a Agéncia Nacional de Transportes Terrestres-ANTT, a,
expectativa é de que a FIOL 1, comece a operar em 2025, transportando mais de

18 milhdes de toneladas de carga. A probabilidade € de que em 10 anos, esse
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volume deva dobrar, superando os 50 milhées de toneladas em 2035, segundo

dados do Ministério da Infraestrutura (BRASIL, Ministério da Infraestrutura, 2020).

O trecho |, foco desse estudo, atravessa os seguintes municipios do estado
da Bahia: Ilhéus, Uruguca (coletados A. conifera e L. languida), Aureliano Leal,
Ubaitaba, Gongogi, Itagiba, Itagi, Jequié, Manoel Vitorino, Mirante, Tanhacu,
Aracatu, Brumado, Livramento de Nossa Senhora, Lagoa Real, Rio do Anténio,

Ibiassucé e Caetité, no qual foram coletadas as espécies deste trabalho.

Conservagao de Recursos Genéticos Vegetais

As plantas desempenham papel vital na sustentacdo da vida no planeta
terra. No entanto, a biodiversidade vegetal encontra-se sob grande ameaga em
escala global, com o numero de espécies em risco de extingdo crescendo de modo

exponencial ano apos ano (FAO, 2023).

A parte da biodiversidade vegetal, usada pelo homem, se constitui no
recurso fitogenético que pode estar voltado para varios usos. Esses recursos
genéticos sdo cruciais para assegurar a seguranga alimentar e econémica, e por

isso a importancia de agdes voltadas a sua conservagao (Priyanka et al., 2021).

A conservacdo de germoplasma se constitui em um instrumento
fundamental para a preservacao de espécies voltadas para a alimentacédo e
agricultura, assim como a conservagdo de alelos importantes para o
melhoramento genético, tanto para o presente, como para o futuro dos cultivos de

importancia econémica, social e cultural.

Ainterferéncia humana tem conduzido a eroséo da diversidade genética de
varias espécies de importancia social e econémica, a partir da selegao de genes
favoraveis e a exclusao de variantes menos desejaveis, resultando em um risco
crescente de extingdo do material genético que pode ter uso futuro (Sala et al.,
2000; Reed et al., 2011; Alho, 2012; Corlett, 2017). Nesse contexto, a conservagao
de germoplasma emerge como um importante mecanismo de protegcéo e
manutencdo da diversidade genética dessas espécies, contribuindo para o
fortalecimento da seguranca alimentar e a sustentabilidade da produgao agricola

e econbmica (Carvalho et al., 2002; Assis, 2006). As principais formas de
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conservagao genética sdo: in situ, ex situ e on farm (Sebbenn et al., 2007; Walter,
2010; Antunes et al., 2020).

A conservagédo in situ € uma estratégia que tem como objetivo principal
manter a maxima diversidade genética das espécies em seus habitats naturais,
permitindo um andamento da evolugao entre plantas, animais e microrganismos
e a preservacao dos centros genéticos e geograficos originais da biodiversidade

(Kageyama et al., 2001; Engelmann, 2011).

Essa abordagem é considerada mais adequada para a preservagao de
especies, especialmente as endémicas, e contribui para a sustentabilidade e
preservagao do patrimoénio genético (MMA, 2023). Além disso, € uma abordagem
que deve ser amplamente incentivada e aplicada em diferentes contextos,
especialmente em relagdo a conservagao de espécies endémicas e a0 manejo
sustentavel da diversidade genética de variedades agricolas tradicionais.
Entretanto, enfrenta varias barreiras, ndo apenas pela maior complexidade em
determinar a variabilidade contida na populagao conservada, mas também por ser
altamente dependente de politicas publicas. A acao antrépica esta entre os fatores

que mais dificultam essa forma de conservagéo.

A conservagao ex situ busca preservar a biodiversidade por meio da
manutencgao e/ou conservacgao de espécies fora do seu habitat natural. Em alguns
casos, essa abordagem é a unica opgéao viavel para garantir a sobrevivéncia de
espécies raras e endémicas. Essa forma de conservacado € fundamental para a
preservacao da representatividade da biodiversidade e para o avango da pesquisa
cientifica, visto que oferece uma fonte de material genético para o

desenvolvimento de programas de estudos (Sarasan et al., 2006; MMA, 2023).

A conservacao ex situ abarca varias estratégias, que vao depender da
espécie, de seus aspectos reprodutivos, da infraestrutura existente, dentre outros
fatores que podem impactar na sua eficiéncia e manutencido. Outro ponto a se
considerar é que algumas estratégias podem ser mais recomendadas como cépia
de seguranca, caso da conservacao in vitro e da criopreservagao. Além disso, a
conservacgao pode ser realizada tanto em condi¢gdes de campo, recomendagao

dada para as espécies de propagagao vegetativa quanto em laboratérios, caso
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das espécies com sementes ortodoxas (Gonzalez Benito et al., 2004; Pritchard,
2007; Engelmann, 2011).

A conservacdo "on farm" se refere as praticas de conservagao de
variedades agricolas tradicionais, associadas a parentes silvestres,
implementadas diretamente nas propriedades agricolas e que podem ter estreita
relagdo com conhecimento tradicional associado. Pode incluir a preservacao de
habitats naturais, a promog¢ao da diversidade genética de culturas e animais, o
manejo sustentavel dos recursos hidricos e do solo, entre outras agdes
(Sunderland et al., 2013).

Para a conservacao dos recursos genéticos vegetais, € fundamental que o
meétodo de preservagdo assegure a maxima viabilidade e estabilidade genética
dos acessos, bem como a auséncia de patdégenos. Além disso, o local de
armazenamento deve ser facilmente acessivel para permitir a multiplicagao e uso
dos materiais preservados. Os recursos genéticos vegetais podem ser
conservados a partir de sementes, graos de pdélen, do cultivo in vitro ou até mesmo
por meio do plantio direto no campo (Paiva, 1994; Valois et al., 2001). Neste
trabalho serdo abordados os aspectos da conservacéo in vitro a partir da reducao

do metabolismo celular das plantas, desacelerando suas taxas de crescimento.

Conservagao in vitro

A importancia da conservagao in vitro dos recursos genéticos, reside no
fato de garantir a preservacao da diversidade desses recursos. Esta técnica
apresenta vantagens significativas, como armazenar o material genético em um
ambiente controlado de laboratério, ocupando menos espago em comparagao
com outros métodos de conservagao. Além disso, contribui para evitar a
propagacao de doengas. A conservacao in vitro possibilita conservar uma grande
diversidade de plantas colaborando assim, para a manutengao da biodiversidade
(Lemos et al., 2002; Coelho et al., 2020).

Um dos aspectos da conservacao in vitro € reduzir o numero de
intervengdes/subcultivos durante a permanéncia in vitro e, dessa forma, evitar
contaminagdes oportunistas e variagcbes somaclonais. Com esse foco, a
estratégia de crescimento lento, ou seja, reduzir o metabolismo celular da planta

para desacelerar seu crescimento, tem sido usada por varias espécies
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(Elgelmman, 2011). Para a reduc¢é&o do crescimento das plantas in vitro podem ser
utilizadas varias abordagens, principalmente alteragcdes nas condi¢des de cultivo,
tais como temperatura, luminosidade, meio de cultura etc. (Rocha, 2010). Para
abacaxi, a reducdo na concentracdo de sais e da temperatura resulta em uma

reducao significativa do crescimento das plantas in vitro (Silva et al., 2016

A conservagao in vitro € uma das alternativas que pode minimizar os danos
causados pela extragdo de um grande numero de bromélias, caracterizadas como

raras, ameagadas ou criticamente ameagadas (Guerra e Dal Vesco, 2010).

De acordo com Silva et al. (2020), a conservagdao do germoplasma de
bromélias precisa considerar a diversidade genética das condi¢cbes naturais da
espécie e para isso se recomenda o0 uso de sementes silvestre germinadas in vitro

como estratégia de estabelecimento.

Micropropagagao

A micropropagacgao ou multiplicacéo in vitro é uma das técnicas de cultura
de tecidos que oferece uma alternativa a propagacéao vegetativa convencional, por
ser uma ferramenta eficiente para a producdo de plantas em larga escala.
Representa um conjunto de técnicas a partir do cultivo de pequenos propagulos
(células, tecidos e orgaos), em um meio de crescimento apropriado, sob
condicbes assépticas que favorecam a regeneracado da planta (Carvalho et al.,
2006). Este processo exige condicdes ambientais controladas no que tange a
luminosidade, fotoperiodo, temperatura e umidade relativa (Wendling et al., 2006),

podendo ainda atender outros requisitos peculiares a espécie que sera cultivada.

Ja existem trabalhos de micropropagacao para algumas espécies de
broméliaceae, como o de Silva et al., (2012) que utilizou Nidularium Innocentii
Lem. e Nidularium Procerum Lindm. Silva et al., (2020) com Alcantarea nahoumii.

e Faria Souza et al., (2023) com a espécie Balansae Mez.

A micropropagagdo permite a produgdo em massa de plantas
geneticamente idénticas a partir de pequenos explantes de tecido vegetal, como

brotos ou meristemas, em condicdes assépticas e controladas. Isso é
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especialmente importante para espécies raras ou ameacgadas, onde a coleta de

material de propagacao diretamente do habitat pode ser prejudicial a populagéao.

Além da conservagdo, a micropropagacao também é util na produgéo
comercial de bromélias. Ela oferece um meio eficiente de obter grandes
quantidades de plantas uniformes em um curto periodo de tempo, garantindo
assim a disponibilidade continua no mercado (Zottich et al., 2018; Martinez et al.,
2019; Mantovani e Gongalves, 2020).

A micropropagacéao de bromélias, por meio de sementes silvestres pode ser
uma estratégia para reduzir o impacto do estresse antropico sobre a diversidade
destas espécies. A possibilidade de obtengédo de grande numero de plantas torna
esta técnica uma ferramenta muito importante para a conservacgao. Além disso, o
estabelecimento de protocolos de propagacao in vitro permitira a comercializagao
de mudas, evitando assim a extragao e atividades que gerem a destruigdo de seus
habitats naturais, como é o caso da Ferrovias de Integragdo Oeste Leste — FIOL,

que, apesar dos aspectos positivos, pode causar grandes impactados ambientais.
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CONSERVAGAO IN VITRO DE TRES ESPECIES DE BROMELIACAE
OCORRENTES NA BAHIA E REINTRODUGCAO NO TRANSECTO DA
FERROVIA DE INTEGRAGAO OESTE-LESTE — FIOL

RESUMO: Aechmea e Lymania sao géneros de Bromeliaceae que apresentam
variabilidade de formas, habitos de crescimento e potencialidades. As trés
especies sao endémicas do Brasil e possuem importancia ecolégica e potencial
ornamental. Como estratégia alternativa para preservar essa diversidade, a
conservagao in vitro € uma técnica eficaz, pois sofre poucas intervengdes e
preserva a identidade genética e a qualidade fitossanitaria do que esta sendo
conservado. Dessa forma, esse trabalho objetivou estabelecer e avaliar a
conservagao in vitro das espécies Aechmea conifera L.B.Sm, Aechmea perforata
L.B.Sm e Lymania languida Leme (Bromeliaceae) ocorrentes na Bahia e
endémicas do Brasil. As plantulas de aproximadamente 5 cm, obtidas de
sementes coletadas em populagdes naturais foram conservadas in vitro, sob
crescimento minimo. As plantulas foram estabelecidas em dois meios de cultura
i) MS e i) metade da concentracdo de sais MS adicionados de 2 g L' de
Phytagel®, suplementados com 30 g L' de sacarose e incubadas em dois
ambientes diferentes: sala de crescimento (25 £ 1 °C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 30 YE m™ s™') e sala de conservagdo (18 + 1 °C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 22 yE m™ s™') onde foram
avaliadas 18 meses apds seu estabelecimento (540 dias). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2 x 2 (espécies,
concentracdo do MS e dois ambientes) com 26 repeti¢cdes por tratamento, sendo
cada repeticdo, constituida de uma plantula por tubo. Aos 180, 360 e 540 dias,
foram avaliadas a altura da planta (cm), numero de folhas verdes, numero de
folhas senescentes e numero de raizes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, as médias das espécies foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05) ou teste F (p<0,05). A sala de conservacao com temperatura de 18 °C e
Y2 MS foram eficientes para reduzir o crescimento das plantas in vitro das espécies
A. conifera, A. perforata e L. languida. Essas condi¢des para a conservagao in
vitro demandam menos manuseio, um maior intervalo entre subcultivos e menos
probabilidades de variagbes somaclonais. A reintroducdo das plantas de A.
conifera se mostrou eficiente, com um pegamento de 100% das plantas
introduzidas.

Palavras-chave: Bromélias, Cultura de tecidos, espécies endémicas.
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IN VITRO CONSERVATION OF THREE BROMELIACEAE SPECIES FOUND IN
BAHIA AND REINTRODUCTION IN THE WEST-EAST INTEGRATION
RAILWAY TRANSECT - FIOL

ABSTRACT: Aechmea and Lymania are genera of Bromeliaceae that exhibit
variability of shapes, growth habits, and potentialities. These three species are
endemic to Brazil and hold both ecological importance and ornamental potential.
As an alternative strategy for preserving this diversity, in vitro conservation proves
to be effective, requiring minimal interventions while maintaining the genetic
identity and phytosanitary quality of the conserved specimens. Thus, this study
aimed to establish and evaluate the in vitro conservation of the species Aechmea
conifera L.B.Sm, Aechmea perforata L.B.Sm e Lymania languida Leme
(Bromeliaceae) occurring in Bahia and endemic to Brazil. Seedlings of
approximately 5 cm, obtained from seeds collected in natural populations, were
conserved in vitro, under minimum growth. The seedlings were established in two
culture media i) DM and ii) half the concentration of MS salts added to 2 g L' of
Phytagel®, supplemented with 30 g L-! of sucrose and incubated in two different
environments: growth room (25 + 1 °C, photoperiod of 16 hours and luminous
intensity of 30 uE m™ s~') and conservation room (18 + 1 °C, photoperiod of 12
hours and luminous intensity of 22 yE m™2 s™') where they were evaluated 18
months after its establishment (540 days). The experimental design was
completely randomized in a 3 x 2 x 2 factorial scheme (species, MS concentration
and two environments) with 26 replicates per treatment, each replication consisting
of one seedling per tube. At 180, 360 and 540 days, plant height (cm), number of
green leaves, number of senescent leaves and number of roots were evaluated.
The data were submitted to analysis of variance, and the means of the species
were compared by Tukey's test (p<0.05) or F-test (p<0.05). The conservation room
with a temperature of 18 °C and 1/2 MS were efficient to reduce the growth of in
vitro plants of the species A. conifera, A. perforata and L. languida. These
conditions for in vitro conservation require less handling, promote a longer interval
between subcultures and less probability of somaclonal variations. The
reintroduction of A. conifera plants proved to be efficient, with a setting of 100% of
the introduced plants.

Keywords: Bromeliads, Tissue culture, endemic species.
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INTRODUGAO

Bromeliaceae € composta por 3.764 espécies distribuidas em 82 géneros
(Gouda et al., 2023). Entre esses géneros, destaca-se o género Aechmea, que
conta com um total de 243 espécies, sendo o maior da subfamilia Bromelioideae
(Gouda et al., 2023). A grande maioria das espécies € encontrada na regido da
Mata Atlantica, especialmente em areas localizadas a leste da Bahia, Espirito
Santo e Rio de Janeiro (Flora e Funga do Brasil, 2020). Aechmea sao plantas
herbaceas, contém inflorescéncias simples ou compostas, de habito terricola ou
epifito, com coloragdo intensa o que contribuem para o grande potencial

ornamental (Terao et al., 2005; Vizentin et al., 2017).

Outro género que também possui um elevado grau de endemismo é o
Lymania, sendo endémica do estado da Bahia, exceto L. smithii Read que tem
uma distribuicdo geografica mais ampla para os estados de Pernambuco e
Alagoas (Siqueira-Filho et al., 2006). Na maioria dos casos, a distribuicéo
geografica restrita das espécies que vivem em fragmentos de Mata Atlantica, as
coloca sob diferentes niveis de ameaca, desde ‘Em perigo’ (EN) até ‘Criticamente

em perigo’ (CR) (Forzza et al. 2013).

Além da destruicdo de seus habitats por acbes antropicas, o valor
ornamental dessas espécies tem causado perdas significativas em populacdes
naturais, por uma atividade extrativista predatoria, causando perda de diversidade
e erosao genética. Na Bahia, a construgao da Ferrovia de Integragdo Oeste Leste
— FIOL, tem preocupado a comunidade cientifica pelo impacto que pode causar
no trecho por onde vai passar, afetando a biodiversidade dessa regiao (OIKOS,
2009). O alto grau de endemismo dessas regides representa um risco de perda

de espécies, sem possibilidade de reposigao.

Essa condicdo de endemismo e ameacga, deixa evidente a fragilidade
dessas espécies e a necessidade de se estabelecer estratégias de conservacgao,
sejam in situ ou ex situ. Dentre as estratégias ex situ, a conservagao de
Bromeliaceae pode ser feita em telado, in vitro ou em criopreservacgao (Silveira et
al., 2009; Silva et al., 2020; Oliveira et al., 2021).



40

Atualmente, na Bahia, encontra-se o Banco de Germoplasma de Bromélia
(BGB-Bromélia), mantido pelo Programa de Pds-graduagdo em Recursos
Genéticos Vegetais da Universidade Federal do Recdéncavo da Bahia e da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Esta colegdo conta com um total de mais de
2.100 acessos conservados em condicdes de ripado de madeira, bem como
aproximadamente 250 exemplares mantidos na conservagao in vitro como coépia
de segurancga. Todas as coletas realizadas obedeceram rigorosamente ao marco
regulatorio, garantindo a integridade e legalidade da colegéo. Esta colegado tem
desempenhado um papel fundamental no apoio a diversas pesquisas
relacionadas a biologia floral e reprodutiva, propagacdo, e conservagao do

germoplasma (Mota et al., 2023).

A conservacao ex situ de bromélias deve considerar a preservagao da
diversidade genética existente na natureza. Portanto, a amostragem da coleta
deve ser feita dentro de populag¢des naturais. Especificamente na conservagéao in
vitro, é crucial observar essa pratica para evitar a clonagem de um unico genétipo
coletado. Para esse fim, &€ aconselhavel utilizar sementes provenientes de varias
plantas dentro da populagdo natural, e a germinacéo in vitro e a conservagéao in
vitro devem ser aplicadas em conjunto para permitir a manutencdo desta

diversidade (Franca et al., 2021).

A conservacao in vitro, quando conduzida corretamente, € uma técnica que
viabiliza a manutengdao de plantas em condi¢gdes controladas de laboratdrio,
minimizando ao maximo as intervencgdes e preservando a identidade genética do
material (Engelmann, 2011). A qualidade fitossanitaria das plantas conservadas
sera sempre resultado da matriz que foi introduzida, por isso a importancia da

qualidade e sanidade dos explantes que sao utilizados para a conservacéao in vitro.

Dentre as abordagens da conservagao in vitro, a redugcdo do metabolismo
celular das plantas torna seu crescimento in vitro mais lento, demandando menos
intervengdes para renovagao (subcultivos) e reduzindo os riscos de variagdes
somaclonais. Essa redugao pode ser alcancada pela intervencdo em diversos
fatores, como no meio de cultura (redugao de sais, fontes de carboidratos, uso de
inibidores, reguladores etc.) ou no ambiente de incubagdo (redugdo da
temperatura, fotoperiodo e diminuicdo da intensidade de Iuminosidade
(Engelmann, 2011; Rajasekharan e Sahijram, 2015; Chauhan et al., 2019).
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Segundo Silva et al. (2018), a conservagédo e germinagao in vitro de
Bromeliaceae, podem ser cruciais para manter a variabilidade genética da
espeécie, uma vez que, na condicdo de telado nem sempre é viavel devido a
manutencao de varias plantas da mesma populacéo, risco de perdas, além de um
espaco fisico consideravel. O BAG in vitro é uma cépia de seguranga da colegéo

principal mantida em condigdes de telado na Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Partindo desse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento
de plantas in vitro, das espécies Aechmea conifera L.B.Sm, A. perforata L.B.Sm e
Lymania languida Leme (Bromeliaceae) ocorrentes em Uruguca e Boa Nova
trechos da Ferrovia de Integracao Oeste Leste - FIOL na Bahia, em diferentes
condig¢des de cultivo para determinar seu melhor desempenho para a conservagao

in vitro.

MATERIAL E METODOS

Coleta de Material vegetal

Foram coletados exemplares de plantas, em populacdes naturais, das
espécies Aechmea conifera (HURB 29448), A. perforata (HURB 28017) e Lymania
languida (HURB 27855) para retirada das sementes de frutos maduros e sua
posterior germinacgéo in vitro. Expedi¢Oes foram efetuadas no Parque Estadual
Serra do Conduru (14°29'39” S 39°08'14” W), Urucuca, Bahia para coleta da
Aechmea conifera e Lymania languida e no Parque Nacional de Boa Nova
(14°23'40” S 40°05°12” W), Boa Nova, Bahia para coleta da A. perforata.

As coletas foram realizadas conforme autorizagao do SISBIO no: 81949-1
e as atividades realizadas estdo devidamente cadastradas no SISGEN. Os
exemplares das espécies coletadas foram incorporados no Herbario do
Recdncavo (HURB), no Banco de Germoplasma de Bromélias, Cruz das Almas,

Bahia, Brasil.
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Conservacgao in vitro

Plantulas com aproximadamente 5 cm de comprimento, provenientes da
germinagao in vitro em sala de crescimento, foram estabelecidas em tubos de
ensaio (25 x 150 mm) contendo 30 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962) e metade da concentracdo dos sais de MS, 2 g L' de Phytagel® e
suplementado com 30 g L de sacarose em duas condicdes de incubacéo: i) sala
de crescimento com temperatura de 25 + 1 °C, intensidade luminosa de 40 yE m-
2 g1, fotoperiodo de 16 h e sala de conservacdo com temperatura de 18 + 1 °C
intensidade luminosa de 22 yE m? s e fotoperiodo de 12 horas. Apds esta
transferéncia determinou-se que o termo plantula fosse substituido por planta,
uma vez que, com a realizacdo do subcultivo, ndo € mantida a condicdo de
plantula.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial triplo, sendo: 3 espécies (A. conifera, A. perforata e L. languida), 2
ambientes (sala de crescimento e sala de conservacéo) e 2 concentracdes de sais
de MS (MS completo e %2 MS), suplementado com 3% de sacarose sem qualquer
regulador de crescimento. Foram utilizadas 26 repeti¢cbes por tratamento, sendo
cada repeticdo uma planta por tudo de ensaio. Foram realizadas avaliacdes aos
180 dias, 360 dias e 540 dias ap6s o cultivo (Tabela 1) das seguintes variaveis:
altura da planta (cm); numero de folhas verdes; nimero de folhas senescentes e
namero de raizes. A altura da planta, ocorreu por medicéo direta aproximada com
régua graduada, ocorrendo sem que houvesse a remocéao da planta de dentro do
tubo de ensaio. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, as médias
entre as espécies foram realizadas pelo teste de Tukey (p <0,05) e as médias
comparando o meio de cultura e ambientes de cultivo foram realizadas pelo testde

F (p<0,05) utilizando o programa estatistico R Core Team (2022).

Aclimatizacao

Em paralelo ao estabelecimento das plantas na conservagao in vitro,
plantas restantes das espécies germinadas in vitro na sala de crescimento foram
aclimatizadas ap6s 120 dias em casa de vegetacdo com aproximadamente 10 a

15 cm de altura, de 9 a 12 folhas verdes e de 6 a 10 o niumero de raizes. Sendo
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17 plantas de Aechmea perforata; 28 de Aechmea conifera e 22 de Lymania
languida. O meio de cultura foi removido com agua corrente e as plantas
transferidas para copos descartaveis de 200 mL contendo substrato Vivato®. A
irrigacao foi realizada duas vezes ao dia (de manha e no final da tarde), mantendo-
se em casa de vegetacdo a 50% de luminosidade e temperatura de 29 £ 2 °C. A

duracdo da aclimatizacdo variou de seis a oito meses, até as plantas serem

levadas para o ambiente natural.

educdo das
raizes. C) Estabelecimento das plantas em substrato. D) Desenvolvimento da
Aechmea perforata aos 160 dias de aclimatizadas. E) Desenvolvimento da
Aechmea conifera aos 160 dias de aclimatizadas.

Reintrodugao em ambiente natural

A reintroducdo em ambiente natural foi realizada com plantas que
apresentavam bom desenvolvimento de parte aérea e sistema radicular
abundante (Figura 3).

Aechmea conifera por ser uma espécie epifita e coletada inicialmente no

Parque Estadual da Serra do Conduru (PESC) foi reestabelecida na mesma area
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original. Foram transportadas e reintroduzidas 25 plantas para o PESC. A retirada
dos tubetes foi feita no momento da fixacdo em arvores, que foi realizada
utilizando fibra de coco (Figura 4A), ou troncos de madeira de arvores mortas
(Figura 4B). Vale destacar que podem ser utilizadas fibras de distintas palmeiras
(dendezeiro, licurizeiro). O monitoramento vem sendo realizado com base no
georreferenciamento, imagens e com a colaboracéo de funcionarios do PESC. As
outras duas espécies (Aechmea perforata e Lymania languida), precisam obter

um maior ganho de massa para serem reintroduzidas.
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RESULTADO

Os resultados mostram uma interagdo significativa entre os fatores
estudados (espécie, meio de cultura e ambiente de cultivo) e o seu

desdobramento (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1. Conservagao in vitro de trés espécies de Bromeliaceae nas diferentes
concentragdes de sais de MS e condi¢des de cultivo ao longo de 540 dias de avaliagao.

180 dias 360 dias 540 dias
% MS MS % MS MS % MS MS
Aechmea conifera
Altura Média de Planta (cm)
Sala de crescimento (25+1°C) 7,13bA 9,12aA 8,75bA 10,65aA 9,73 bA 11,15aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 6,13bB 7,27aB 8,02 bB 9,28aB  8,75bB 10,12 aB
Numero Médio de Folhas Verdes
Sala de crescimento (25+1°C) 8,28 bA 10,15aA 8,15bA 9,15aA 8,09bA 9,32 aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 6,32bB 8,13aB 7,00 bB 8,28aB  7,13bB 8,18 aB
Numero Médio de Folhas Senescentes
Sala de crescimento (25 + 1 °C) 0,15 0,28 1,16 bA 2,12aA 3,10bA 4,12 aA
Sala de conservacdo (18 £ 1 °C) 0,00 0,00 0,98bA 1,34aA 2,08bB 2,98 aB
Numero Médio de Raizes
Sala de crescimento (25+1°C) 5,12aA 5,35aA 6,18aB 7,21aA 6,90bA 9,32 aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 4,12bB 5,02aA  4,90aB 6,92aA 6,51bA 9,03 aA
Aechmea perforata
Altura Média de Planta (cm)
Sala de crescimento (25+1°C) 8,95bA 10,33aA 8,75bA 11,33aA 9,95bA 12,55aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 6,92bB  8,25aB 8,13 bB 9,85 aB 9,05bB 10,13 aB
Numero Médio de Folhas Verdes
Sala de crescimento (25+1°C) 7,88bA 9,18aA 853bA 9,75aA 6,09bA 7,32 aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 6,71bB 8,10aB 7,12 bB 8,28 aB 5,33 bB 6,18 aB
Numero Médio de Folhas Senescentes
Sala de crescimento (25 + 1 °C) 0,21 0,20 4,16 bA 5,50aA 5,33bA 6,68 aA
Sala de conservacdo (18 £ 1 °C) 0,09 0,00 1,93bA 2,75aA 3,07bB  3,85aB
Numero Médio de Raizes
Sala de crescimento (25+1°C) 8,95aA 9,51aA 11,95aA 12,35aA 15,09aA 14,21aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 7,31aB 6,98 aB 9,53 aB 895aB 11,20aB 11,95aB
Lymania languida
Altura Média de Planta (cm)
Sala de crescimento (25+1°C) 2,92bA 3,95aA 4,35bA 528aA 526bA 6,95aA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 2,11bB 2,83 aB 3,91 bB 4,53 aB 4,33 bB 5,21 aB
Numero Médio de Folhas Verdes

Tratamento

Sala de crescimento (25 + 1 °C) 7,29 8,10 5,85 aB 5,91 aB 3,21 aB 2,91 aB

Sala de conservagdo (18 £ 1 °C) 6,95 7,13 6,98 aA 7,11 aA 5,78 aA 5,21 aA
Numero Médio de Folhas Senescentes

Sala de crescimento (25 + 1 °C) 0,05 0,11 2,16 bA 3,22aA 4,18bA 5,21 aA

Sala de conservacgdo (18 £ 1 °C) 0,00 0,00 0,87bB  2,21aB  2,92bB 3,72 aB

Numero Médio de Raizes
Sala de crescimento (25+1°C) 4,95aA 4,21bA 521aA 4,12bA 6,31aA 5,53 bA
Sala de conservagdo (18 £1°C) 3,92aB 3,88aB 4,17 aB 3,95 aB 5,11 aB 4,95 aB

Médias seguidas por letras diferentes minusculas na linha e mailsculas nas colunas para cada
variavel analisada, nao diferem entre si a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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360 dias 540 dias
CO(18+1°C) CR(25+1°C) CO(18+1°C) CR(25+1°C)
%BMS MS %BMS MS “BMS MS 1% MS MS

360 dias 540 dias

CO(18+1°C) CR(25%1°C) CO(18+1°C) CR(25%1°C)
“MS MS %MS MS

“MS MS %MS MS

360 dias 540 dias
CO(18+1°C) CR(25+1°C) CO(18+1°C) CR(25+1°C)
%MS MS %BMS MS %MS MS %BMS MS

Figura 2. A) inflorescéncia Aechmea conifera. B) Plantas conservadas in vitro em
sala de conservacéo (CO) a 18° C e em sala de crescimento (CR) a 25 °C com 2 MS
e MS completo aos 360 dias. C) Plantas conservadas in vitro em sala de conservagéo
(CO) a 18° C e em sala de crescimento (CR) a 25 °C com 2 MS e MS completo aos
540 dias. D) inflorescéncia Aechmea perforata. E) Plantas conservadas in vitro em
sala de conservagao (CO) a 18° C e em sala de crescimento (CR) a 25 °C com 2 MS
e MS completo aos 360 dias. F) Plantas conservadas in vitro em conservagao (CO) a
18° C e em sala de crescimento (CR) a 25 °C com %2 MS e MS completo aos 540 dias.
G) Lymania languida. H) Plantas conservadas in vitro em sala de conservagéao (CO)
a 18° C e em sala de crescimento (CR) a 25 °C com 72 MS e MS completo aos 360
dias. 1) Plantas conservadas in vitro em sala de conservagéo a (CO) 18° C e em sala
de crescimento a (CR) 25 °C com 72 MS e MS completo aos 540 dias.
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Considerando as duas condigdes de incubagdo (sala de crescimento e
conservagao), as diferengas entre ambos os ambientes sdo marcantes, com
plantas mais desenvolvidas em sala de crescimento. A diferenga no crescimento
entre a sala de conservacao, que tem uma temperatura mais baixa, e a sala de
crescimento padrdo (25 + 1°C) é perceptivel nas duas espécies de Aechmea
durante os trés periodos de avaliagdo. Isso é evidente ao compararmos o
crescimento, a altura das plantas e o numero de folhas verdes, que sdo menores
na sala de conservacgao. Além disso, percebeu-se um efeito da concentragao dos
sais da solucdo MS, independente do ambiente de -cultivo. As plantas
apresentaram um crescimento mais robusto na concentragdo completa de MS,
exceto no caso do numero médio de raizes, que nao apresentou diferenca entre

as concentragcdes em ambas as espécies.

Esse comportamento, em relagdo a concentragcdao de sais do MS, foi
observado para todas as variaveis, ao longo dos trés periodos de avaliagao, com
as duas espécies de Aechmea. O numero de folhas senescentes aumentou ao
longo dos trés periodos de avaliagdo independente das condi¢des de incubagéo,
mas ha uma influéncia das concentragdes de sais nos dois ultimos periodos (360

e 540 dias), com menos folhas senescentes no meio com %2 do MS.

Lymania languida apresenta valores bem diferentes dos que foram
observados para as duas espécies de Aechmea com um crescimento mais lento
em ambas as condigdes de incubagédo, mas com uma diferencga significativa entre
os dois ambientes considerando a altura da planta e o numero de raizes ao longo
dos trés periodos de avalicao. Altura da planta e numero de folhas senescentes
aumentaram ao longo dos trés periodos de avaliagdo, mas o numero de folhas
verdes decresce em ambos os ambientes de cultivo, ainda que o maior
crescimento tenha sido registrado no ambiente de conservagédo ao contrario das
espécies de Aechmea. Por outro lado, o numero médio de raizes apresentou

valores muito inferiores aos que foram obtidos com as espécies de Aechmea.

N&o houve registro de perda das plantas aclimatizadas no substrato Vivato®
para A. conifera e A. perforata (Figura 3A-B). Aos 120 dias as plantas ja possuiam
folhnas novas e um numero consideravel de raizes (Figura 3C-D). Devido ao
tamanho reduzido das plantas de L. languida e por ser uma espécie estritamente

epifita a mesma nao foi aclimatizada tendo permanecido até 180 dias. Quanto ao
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transplante/reintroducdo das 25 plantas da espécie A. conifera no Parque
Estadual da Serra do Conduru, nao foi registrada nenhuma perda nos oito meses

de monitoramento realizado, apesar do crescimento ser bem lento (Figura 4).

Figura 3. Aclimatizagdo de Aechmea conifera L.B.Sm (A) e Aechmea perforata
(B) em casa de vegetacgdo. Planta retirada do tubete para fixagdo em area natural
(C) e volume de raizes antes da fixagéo (D).

DISCUSSAO

Aechmea conifera € uma espécie epifita, endémica do Brasil e ocorre no
Nordeste, nos estados da Bahia e Alagoas. Seu dominio fitogeografico € a Mata
Atlantica e vegeta principalmente o dossel da Floresta Ombroéfila. Ja Aechmea
perforata pode-se apresentar como epifita e terricola, com ocorréncia na Bahia e
norte do Espirito Santo. O dominio fitogeografico dessas espécies sdo a Mata
Atlantica com fitofisionomia da Floresta Ombrofila ou Floresta Estacional

Semidecidual.

Lymania languida € uma espécie estritamente epifita, microendémica com

distribuicdo apenas no municipio de Uruguca. Nunca foi avaliada quanto ao risco
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de extincdo, mas acredita-se que ela esta entre as espécies criticamente
ameacadas. Seu desenvolvimento in vitro foi bem inferior as duas espécies de
Aechmea, ressaltando sua fragilidade e a necessidade de melhorar suas

condig¢bes de cultivo.

Neste tipo de estudo, € preciso avaliar o conjunto das multiplas variaveis
envolvidas antes de se determinar qual o melhor tratamento para a conservagao
in vitro. A estratégia mais utilizada para esse tipo de conservagao, a medio prazo,
€ a reducdo do metabolismo celular, que leva a um crescimento mais lento,
aumentando os intervalos entre subcultivos, diminuindo custos, mao de obra e
variagdes genéticas (Pacheco et al., 2016; Silva et al., 2016; Chauhan et al.,
2019). Dentre as variaveis avaliadas a altura da planta € um dos indicadores
usados, mas a planta conservada precisa manter sua viabilidade, sua capacidade
de regeneragao e multiplicagdo. Por isso, € preciso manter seu vigor, com um
sistema de enraizamento estabelecido, numero de folhas significativo e uma

senescéncia mais tardia.

Os resultados encontrados neste trabalho, deixam evidente o efeito da
temperatura, do fotoperiodo nos parametros de crescimento das plantas,
independente do género ou espécie. A temperatura mais baixa reduziu o
metabolismo da planta, reduzindo sua taxa de crescimento e confirmando a
eficiéncia desse fator no estabelecimento de condicbes de crescimento lento,
como ja observado em outras espécies da familia (Silveira et al., 2009). Silva et
al. (2020), avaliando os mesmos fatores na conservacéao in vitro de Alcantarea
nahoumii (Leme) J. R. Grant encontraram resultados similares, com a reducéo de
crescimento mais acentuada na sala de conservacédo, na temperatura mais baixa
de 20 °C.

Varios estudos fazem referéncia ao uso de diferentes fatores para reduzir
o crescimento de plantas e aumentar o intervalo entre subcultivos, uma vez que
quanto menos intervencgdes feitas durante a conservacdo, menores sdo 0s riscos,

tanto de contaminagao, quanto de variagdo somaclonal (Silva et al., 2020).

Em soma a temperatura, a concentracao de sais do MS é outro fator que
vem sendo considerado em varios estudos voltados para a conservagao in vitro
de Bromeliaceae. Areducao dos sais pode favorecer uma reducao de crescimento

sem comprometer o vigor da planta, mas nem sempre isso acontece. Silva et al.
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(2020) no estudo com Alcantarea nahoumii concluiram que a reducdo na
concentracdo de sais do MS comprometeu o desenvolvimento fisiologico das
plantas e optaram pela conservacdo com a concentracdo completa de sais do MS.
Uma das observagdes interessantes mencionadas no trabalho foi em relagdo no
numero de folhas senescentes, revelando que apesar do maior crescimento
observado no tratamento com a concentragdo completa do MS e 30 g L' de
sacarose, nao houve comprometimento ou envelhecimento das plantas
conservadas, consequentemente nao houve um aumento de folhas senescentes.
Assim, os autores consideraram este tratamento o melhor para a conservagéo in
vitro de A. nahoumii. Ja para abacaxizeiro, a conservagao € realizada com a 2 da
concentragdo do MS adicionada de 30 g L' de sacarose e 2,4 g L' de Phytagel
(Silva et al., 2016). Das variaveis avaliadas, o numero de folhas senescentes é
um indicador importante das condi¢des fisiologicas da planta e sua interagdo com

a concentragao de sais do MS deve sempre ser observada.

Silva et al. (2016) ao fazer a validagao da conservacgao in vitro de abacaxi
destacam as condi¢des estabelecidas em sala de conservacao para a redugao do
crescimento. As plantas utilizadas ja tinham dez anos na conservagao in vitro em
condi¢cdes de crescimento lento (fotoperiodo de 12 horas; 18°C de temperatura,
meio de cultura sem reguladores de crescimento e sais MS), com um intervalo de
subcultivo de 24 meses. O processo de validagao de um protocolo € fundamental
para o estabelecimento das condi¢des ideais de conservagao e a recomendacao

€ que seja feito in vitro e in vivo em condi¢cdes de campo (Silva et al., 2016; 2021).

Além desses fatores, o uso de reguladores tem sido relatado para a
conservagao in vitro de algumas espécies de Bromeliaceae, como em Neoregelia
mucugensis Leme. Constatou-se que o tratamento contendo MS Y2 e 7,8 g L de
manitol foi o mais indicado para a conservacao in vitro dessa espécie com

manutengao da capacidade regenerativa dos seus tecidos (Lima et al., 2021).

As duas espécies de Aechmea apresentaram comportamentos similares,
ainda que A. perforata tenha apresentado um crescimento mais vigoroso,
principalmente para o numero de raizes, variavel importante no resgate posterior
da planta. E preciso avaliar que esse crescimento impacta também na
senescéncia da planta, como observado pelo numero de folhas senescentes aos

540 dias, principalmente na temperatura mais alta e na concentragao completa do
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MS. No entanto, ao se observar o numero de raizes para A. perforata e L. languida
nao ha diferenca significativa, considerando a sala de conservacéao (18°C), entre

as concentracdes de sais do MS.

A quantidade de folhas senescentes foi maior nas salas de crescimento a
25 °C em comparacdo com as salas de conservacao a 18 °C. Nao apenas as
concentracgdes de sais do MS influenciam o processo de senescéncia das folhas,

mas temperaturas mais altas também (Freitas, 2018).

Na Figura 2 é possivel observar o crescimento aos 360 dias e aos 540 dias
de cultivo para as trés espécies avaliadas. Tanto o numero de folhas, como o
numero de raizes crescem de forma significativa entre os dois periodos. As
plantas das duas espécies de Aechmea, aos 540 dias incubadas em camara de
crescimento, em meio MS ou 2 MS, ja indicam a necessidade de transferéncia
para meio fresco, ou seja, subcultivar (Figura 2C e F). Para essas duas espécies,
a sala de conservagao e Y2 MS sao recomendagdes a serem feitas. Ja para L.
languida o crescimento é bem mais lento (Figura 2H-1), o que provavelmente vai
determinar um intervalo bem maior de subcultivo, se comparada com as duas
espécies de Aechmea. Os dois indicadores importantes para se determinar a
necessidade de subcultivo é a altura da planta (folhas tocando a tampa do tubo)

e numero de folhas senescentes.

O que parece ser crucial para a conservacao das trés espécies sao a
temperatura, luminosidade, fotoperiodo, concentragdes do MS, entre outros. O
Banco de Germoplasma de Bromélias da Embrapa Mandioca e Fruticultura
mantém aproximadamente 250 acessos conservados a 18°C, com 30g de
sacarose, um fotoperiodo de 12 horas e utilizando metade da concentragao
padrdao do meio MS. Com base nos resultados apresentados aqui, as trés
espécies podem ser mantidas nas mesmas condi¢des, o que facilitaria a

operagao, o manejo e o planejamento do banco de germoplasma.

As pesquisas voltadas a conservagao in vitro de espécies da familia
Bromeliaceae tém apresentado resultados promissores, como os estudos com
Vriesea reitzii (Rech Filho et al., 2005) e a Vriesea inflata (Pedroso et al., 2010).
Max (2019), por sua vez, conduziu uma andlise envolvendo 57 espécies de
Bromeliaceae, cujos resultados indicaram que a sala de conservagao a 19+ 1 °C
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com intensidade luminosa de 22 ymol m-2 s' e fotoperiodo de 12 horas. foi mais
adequada para lograr um crescimento mais lento, aumentando o intervalo para

intervengdes (subcultivos).

Em diferentes contextos, sdo identificadas abordagens similares para
muitas outras espécies de propagacgao vegetativa, banana, mandioca, cana-de-

agucar, vetiver, dentre outras (Lemos et al., 2002; Santos et al., 2012).

No que concerne aos resultados deste trabalho, foi demonstrado
claramente a eficacia da sala de conservagdo (18 °C) para a reducdo do

crescimento e a conservagao in vitro dessas especies.

Reintrodugao em ambiente natural

A reintroducdo em ambiente natural é uma das etapas fundamentais deste
trabalho e a confirmacdo de que o processo foi exitoso se da por meio de
monitoramento das plantas reintroduzidas e devidamente georreferenciadas.

N&o existem dados, nem registros de reintroducdo de espécies de
Bromeliaceae a partir de plantas micropropagadas, como as que foram utilizadas
neste trabalho, mas existem registros de transplante de mudas para ambiente
natural.

Domene (2018) avaliou o transplante artificial de espécies epifitas,
principalmente o efeito da idade de plantio, do local de transplante, do tamanho
das mudas e das espécies hospedeiras utilizadas. Tanto o local de fixagdo quanto
o tamanho das mudas né&o interferiram na sobrevivéncia e no desenvolvimento
das espécies epifitas transplantadas. De acordo com o estudo, o transplante de
espécies epifitas para florestas jovens ou maduras € uma estratégia viavel para
superar as limitagdes naturais de recolonizacédo que estas florestas apresentam.

Melo et al., (2016) avaliaram o transplante artificial de 66 plantas do género
Hohenbergia em fragmentos da Mata Atlantica, na Baia de Aratu em Salvador.
Apds o0 monitoramento por trés anos das plantas, os autores concluem que o
transplante teve éxito e recomendam a técnica, como forma de minimizar a erosao
nos ambientes fragmentados. Em outro estudo de transplantio de Bromeliaceae,
em uma zona de floresta tropical no sul da Costa Rica foram introduzidas 60

plantas da espécie Werauhia gladioliflora e a sobrevivéncia dos transplantes apo6s
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nove meses variou entre os locais, de 65 a 95% (Fernandez Barrancos et al.,
2017).

Neste trabalho, foram transplantadas/ reintroduzidas 25 plantas de
Aechmea conifera e monitoradas por oito meses (abril 2023 a novembro 2023) no
PESC. O crescimento muito lento das plantas pode ter varias causas, desde a
forma como foi fixada, a origem da muda (micropropagada) e/ou a adaptacéo da
planta ao ambiente natural. N&o existem referéncias para esse tipo de muda em

ambiente natural, mas a aclimatizacdo de mudas in vitro de Bromeliaceae,

incluindo o abacaxi € muito lenta e largamente registrada na literatura (Figura 4).

Figura 4. Plantas fixadas em area de ambiente natural no Parque Estadual da
Serra do Conduru, Uruguca, Bahia sobre arvores com fibra de coco (A), sobre
tocos (B) e ap06s oito meses de monitoramento (C e D).

Atualmente estdo em casa de vegetacédo 130 plantas de Aechmea conifera,
109 plantas de Lymania languida para novas insercdes no Parque Estadual Serra
do Conduru — PESC, Serra Grande, Bahia e 112 de Aechmea perforata para
reintrodugdo no Parque Nacional de Boa Nova, Boa Nova, Bahia. Com altura

média de 15 cm, com aproximadamente 6 meses de aclimatacao.
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CONCLUSAO

A temperatura na sala de conservacao a 18 °C e 72 MS séo eficientes para
reduzir o crescimento das plantas in vitro das espécies A. conifera, A. perforata e

L. languida;

Essas condigbes para a conservacgao in vitro dessas espécies demandam
menos manuseio, um maior intervalo entre subcultivos e menos probabilidades de

variagbes somaclonais;

A reintroducao das plantas de A. conifera mostra-se eficiente, com um

pegamento de 100% das plantas introduzidas.
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MICROPROPAGAGAO DE TRES ESPECIES DE BROMELIACAE
OCORRENTES NA BAHIA PARA PRODUGAO DE MUDAS

RESUMO: Bromeliaceae, com sua biodiversidade notavel e caracteristicas
botanicas singulares, tem relevancia no contexto da flora nacional. A familia abriga
uma vasta gama de espécies, com distintos habitos, cores e flores exuberantes.
Entretanto, muitas espécies tém enfrentado situagdes de risco de extingao devido
ao extrativismo predatorio, expansao agricola e urbana a exemplo da Ferrovia de
Integracao Oeste Leste — FIOL, que pode causar alteragdes em nichos ecoldgicos
causando um desequilibrio ambiental. Nessa perspectiva, esse estudo teve como
objetivo desenvolver um protocolo para a produgado in vitro de mudas de trés
espécies: Aechmea conifera, Aechmea perforata e Lymania languida. Como
material de partida foram utilizadas sementes coletadas em populag¢des naturais,
que foram desinfestadas e inoculadas em tubos de ensaio contendo 20 mL de
meio de cultura com metade da concentracao de sais do MS, suplementado com
3% de sacarose e 2,5 g L' de Phytagel®. As sementes foram incubadas em trés
condigdes de temperaturas, 25°C em sala de crescimento (in vitro), 30°C em
B.O.D. (in vitro) e 32 °C em casa de vegetacdo. As taxas de germinagdo das
plantulas foram avaliadas ao 20° dia apds o cultivo. As plantulas obtidas foram
utilizadas como material de partida para o ensaio de micropropagacéo e cultivadas
em frascos, contendo 20 mL do meio de cultura MS suplementado com 3% de
sacarose, 0,5 mg L' de BAP, 0,01 mg L' de ANA, solidificado com 2,5 g L' de
Phytagel®. Foram realizados quatro subcultivos em intervalos de 45 dias.
Aechmea conifera obteve os melhores resultados de germinagao com 94% na
sala de crescimento, 85% na B.O.D. e 84% em casa de vegetagdo. Aechmea
perforata obteve como melhor resultado de germinagdo a B.O.D. com 83%,
seguido da Lymania languida com 79% neste mesmo ambiente. O comportamento
das duas espécies de Aechmea, ao longo dos subcultivos, foi similar, de acordo
com a taxa de crescimento geométrico, mas com diferentes valores no numero de
brotos por explante. O maior valor (150 brotos por explante) foi obtido para A.
perforata, seguido por L. languida (127 brotos por explante) e A. conifera (85
brotos por explante).

Palavras-chave: Bromélias, multiplicag&o in vitro, endemismo.
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MICROPROPAGATION OF THREE BROMELIACEAE SPECIES OCCURRING
IN BAHIA FOR SEEDLING PRODUCTION

ABSTRACT: Bromeliaceae, with its remarkable biodiversity and unique botanical
characteristics, holds significance in the context of the national flora. The family
encompasses a wide range of species with distinct habits, colors, and exuberant
flowers of various hues. However, many species have faced situations of risk of
extinction due to predatory extraction, agricultural and urban expansion. This is
exemplified by projects such as the construction of the West-East Integration
Railway — FIOL which can cause changes in ecological niches, leading to an
environmental imbalance. From this perspective, this study aimed to develop a
protocol for the in vitro production of seedlings of three species: Aechmea conifera,
Aechmea perforata, and Lymania languida. Seeds collected from natural
populations were used as starting material, which were disinfected and inoculated
into test tubes containing 20 mL of culture medium with half the concentration of
MS salts, supplemented with 3% sucrose and 2.5 g L' of Phytagel®. The seeds
were incubated under three temperature conditions: 25°C in a growth room (in
vitro), 30°C in a B.O.D. incubator (in vitro), and 32°C in a greenhouse. Seedling
germination rates were evaluated on the 20th day after cultivation. The obtained
seedlings were used as starting material for the micropropagation assay and
cultivated in flasks containing 20 mL of MS culture medium supplemented with 3%
sucrose, 0.5 mg L' of BAP and 0.01 mg L' of NAA, solidified with 2.5 g L' of
Phytagel®. Four subcultures were performed at intervals of 45 days. Aechmea
conifera achieved the best germination results with 94% in the growth room, 85%
in the B.O.D., and 84% in the greenhouse. Aechmea perforata obtained its best
germination result in the B.O.D. with 83%, followed by Lymania languida with 79%
in the same environment. The behavior of the two Aechmea species, throughout
the subcultures, was similar, according to the geometric growth rate, but with
different values in the number of shoots. The highest value (150 shoots) was
obtained for A. perforata, followed by L. languida (127 shoots) and A. conifera (85
shoots).

Keywords: Bromeliads, in vitro multiplication, endemism.
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INTRODUGAO

Bromeliaceae possui 3.764 espécies distribuidas em 82 géneros (Gouda et
al., 2023) que habitam diferentes biomas com uma variedade de habitos, podendo
ser terrestres, rupicolas ou epifitas. Além disso, as Bromeliaceae sdo conhecidas
por produzir sementes geralmente em grandes quantidades (Forzza et al., 2020)
caracterizando uma capacidade reprodutiva significativa que contribui para a
grande diversidade de bromélias ocorrentes no Brasil. At¢ o momento, foram
catalogadas 1.403 espécies no pais, sendo que 85,7% endémicas (Flora e Funga
do Brasil, 2020).

Dentre os géneros da familia, Aechmea Ruiz e Pav. € o maior da subfamilia
Bromelioideae (Gouda et al., 2023) com 183 espécies ocorrentes no Brasil e 154
endémicas (Faria et al., 2023). Algumas das principais caracteristicas das
espécies sao plantas com folhas rosuladas, geralmente serreadas, frutos do tipo
baga, sementes numerosas recobertas por mucilagem, pequenas, formato eliptico
ou cuneiforme, variando a coloragao de verde ao negro, normalmente necessitam
do suporte fornecido por arvores para seu desenvolvimento (Luiz-Santos e
Wanderley, 2012; Miyamoto, 2013).

Com o objetivo de agrupar as espécies do género Aechmea, que
apresentavam pétalas livres e ovario infero sulcado ou alado, o género Lymania
foi criado por Robert W. Read (1984), especificamente do subgénero
Lamprococcus (Souza e Wendt, 2008). Esse género possui 10 espécies e é
encontrado principalmente na regido da Mata Atlantica, no sul da Bahia (Mota et
al., 2023) e devido a sua natureza epifita, essas plantas dependem da sombra
para sobreviver (Siqueira Filho e Machado, 2000).

Em termos de caracteristicas morfolégicas, as espécies de Lymania
possuem roseta lageniforme, atingindo cerca de 25 a 30 cm de altura, e
geralmente possuem oito a nove folhas. Os frutos dessas plantas tém formato de
baga e suas sépalas variam de agudas a arredondadas (Forzza et al., 2020).

Apesar da grande diversidade dentro da familia, varias espécies estao
ameacadas, principalmente, devido ao extrativismo predatério ocasionado pelo
valor ornamental para a floricultura e paisagismo (Negrelle et al., 2011; Mota et

al., 2023). A exploragéo dos recursos naturais € influenciada nao apenas pelos
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beneficios econbmicos, mas também pelos efeitos ambientais que podem surgir.
Um exemplo disso é a construgao da Ferrovia de Integragao Oeste-Leste (FIOL),
cuja implementacao, acarretara alguns impactos adversos no meio ambiente
(Oikos, 2009). Nesse contexto, & possivel destacar a grande riqueza ecoldgica ao
longo do trajeto da ferrovia, o que tém despertado preocupacgdes entre estudantes
e pesquisadores sobre uma possivel perda de algumas espécies que estao
ameacadas ou criticamente ameacadas de extingao.

Assim, a produg¢ao de mudas pode ser uma das estratégias para minimizar
esse panorama, além de subsidiar a reintroducdo dessas espécies nas
populagdes naturais ameacgadas.

A micropropagacao de plantas € uma das técnicas de cultura de tecidos
que pode proporcionar a produ¢ado de plantas em larga escala em um meio
adequado e ambiente controlado, de temperatura, fotoperiodo e luminosidade. Ja
existem protocolos eficientes para algumas espécies de Bromeliaceae (Souza et
al., 2013; Santa-Rosa et al., 2013; Lima et al., 2020).

Para espécies de propagacédo vegetativa, caso de algumas bromélias,
inclusive o abacaxizeiro, a micropropagacéao ¢é ideal para garantir a multiplicacéo
de clones, mantendo a fidelidade genética da matriz usada para a producéo das
mudas. O mesmo principio ndo pode ser aplicado para outras bromeliaceae
silvestres, onde a manutencdo da variabilidade genética encontrada nas
populagdes naturais precisa ser preservada. Por isso, 0 material de partida a ser
usado para a micropropagacao de bromélias silvestres, endémicas e ameagadas
deve ser oriundo de sementes coletadas em populagdes naturais, considerando,
inclusive uma amostragem espacial dentro da populagdo. Essa estratégia tem
especial relevancia quando se aborda a conservacao in vitro dessas espécies
(Sasamori et al., 2019; Bertsouklis et al., 2022).

Em vista disso, esse trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo
de produgéo de mudas de Aechmea conifera, A. perforata e Lymania languida por
micropropagacao, a fim de possibilitar a oferta de mudas para o mercado, mas
também para reintroducao dessas espécies em ambiente por onde devera passar

a construcao da Ferrovia de Integracado Oeste Leste — FIOL.
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MATERIAL E METODOS

Sementes de frutos maduros foram coletadas em populagdes naturais de
Aechmea conifera L.B.Sm. (HURB 29448) e Lymania languida Leme (HURB
27855) no Parque Estadual Serra do Conduru, Uruguca, Bahia e Aechmea
perforata L.B.Sm. (HURB 28017) no Parque Nacional de Boa nova, Boa Nova,
Bahia. As espécies também foram coletadas e harborizadas no Herbario do
Reconcavo da Bahia (HURB) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB), Cruz das Almas, Bahia. Exemplares vivos foram também coletados e
incorporados ao Banco de Germoplasma de Bromélias (BGB Bromélia) do
Programa de Pdés-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e UFRB, Cruz das Almas, Bahia, Brasil. As coletas foram
realizadas conforme autorizacdo do SISBIO n°: 81949-1 e as atividades realizadas

estdo devidamente cadastradas no SISGEN.

Tabela 1. Locais de coleta das sementes e ocorréncia de endemismo das

especies de Bromeliaceae na regido da Ferrovia.

Espécies Local de coleta Coordenadas Endemismo

14° 49 47.94” S
Aechmea conifera Uruguca - BA 39013’ 77.77° W BA, AL

14° 39 12.39” S
Aechmea perforata Boa Nova - BA 40° 15’ 70.69” W BA, ES

Lymania languida Uruguca - BA 14°49'60.34" S BA (Uruguca)
39°13°69.73" W

Germinagao in vitro

As sementes das trés espécies de bromélias, foram desinfestadas em
camara de fluxo laminar com etanol a 70% (v/v) por 5 minutos, seguida por
imersdo em solugao de hipoclorito de sddio com principio ativo de 2 % em agua

destilada autoclavada, contendo trés gotas de detergente Tween® por 10 minutos.
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Em seguida, foram enxaguadas trés vezes em agua destilada autoclavada e
estabelecidas em tubos de ensaio de 25 mm de diametro e 150 mm de tamanho,
contendo 20 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) com a metade
da concentragcao dos sais, suplementado com 3% de sacarose sem qualquer
regulador de crescimento, e 2,5 g L' de Phytagel®, com o pH ajustado para 5,8

antes da autoclavagem.

Na sequéncia, as sementes foram estabelecidas em trés diferentes
condigbdes de temperatura (25 £ 1 °C, em camara de crescimento, 30 £ 1 °C em
B.O.D. e temperatura de casa de vegetagao (aproximadamente 32 + 2 °C). A
emergéncia do eixo embrionario (1 mm) foi o critério utilizado para considerar o

inicio da germinacéao (Pereira et al., 2008).

As variaveis calculadas foram a porcentagem de germinacéao (G): calculada
pela formula G = (N/100) x 100, em que: N = numero de sementes germinadas ao
final do teste. indice de Velocidade de Germinagao (IVG): calculado pela férmula
IVG =3 (ni /ti), em que: ni = numero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti
= tempo apds instalagcéo do teste. Tempo Médio de Germinagao (TMG): calculado
pela formula TMG = (3 ni ti)/3 ni, em que: ni = numero de sementes germinadas
por dia; ti = tempo de incubacdo. Todas as variaveis seguiram a regra de Analise

de sementes (Brasil, 2009).

Para a germinagdo em casa de vegetagao, as sementes foram introduzidas
em bandejas com células de fundo perfurado com substrato Vivatto®. No momento
da semeadura, as sementes foram depositadas na superficie do substrato. O
experimento foi instalado em temperatura ambiente (aproximadamente 32 £ 2 °C)
em casa de vegetacdo. As avaliagdes seguiram o mesmo padrdo que as

germinadas in vitro.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 3 (espécies x ambientes) com quatro repetigdes, sendo cada repeticéo
composta por 25 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento. As
avaliagbes foram realizadas diariamente durante 20 dias. Os dados de

porcentagem de germinacgéo, IVG e TMG foram submetidos a analise de variancia
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e as meédias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises foram
realizadas no programa estatistico R Core Team (2022).

Micropropagagao

Plantulas das trés espécies, oriundas da germinacgédo in vitro em sala de
crescimento, foram utilizadas como explante de partida para montagem do
experimento de microporpagacao. As plantulas com aproximadamente 7 cm,
foram cortadas na base para retirada das raizes e subcultivadas em frascos com
meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 3% de
sacarose, 0,5 mg L' de BAP, 0,01 mg L' de ANA, solidificado com 2,5 g L' de
Phytagel® e previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos. Foram realizados
4 subcultivos em intervalos de 45 dias para obtengdo de brotos que foram
quantificados em cada subcultivo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
espécies com 26 repeticdes sendo cada repetigdo composta por um frasco
contendo inicialmente 1 (um) explante. Ao final de cada subcultivo foram coletados
os dados de numeros de brotos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises

foram realizadas no programa estatistico R Core Team (2022).

Para o calculo do potencial propagativo utilizou-se a taxa de crescimento

geométrico (r), entre dois subcultivos subsequentes, dada pela expresséao:

TCG = (t/vf/vi — 1) x 100

Onde: TCG é a taxa de crescimento geométrico; Vré o numero de plantas no final
de cada subcultivo; Vi é o numero de plantas no inicio de cada subcultivo; t é o
tempo entre os subcultivos, 45 dias.

Para os dados do numero médio de brotos foi ajustado um modelo log-
linear de Poisson, considerando o numero de brotos como variavel dependente e

os subcultivos como variaveis independentes, para cada espécie estudada.
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RESULTADOS
Germinagao

Com base nos resultados houve interacdo entre os fatores estudados,
"espécie" e "ambiente" para todas as variaveis analisadas. Ao considerar os
fatores isolados, observou-se que apenas para o tempo médio de germinagao no

fator "espécie" nao houve variagao significativa.

Para a porcentagem de germinacédo os melhores resultados foram obtidos
com A. conifera que alcangou acima de 84% de germinagao nos trés ambientes
(Figura 1A). Aechmea perforata respondeu de forma diferente a depender do
ambiente com o melhor resultado em B.O.D com 83%, que por sua vez nao diferiu
da sala de crescimento com 77% de germinacéo. Ja Lymania languida registrou
79% de germinagao em B.O.D, mas n&o apresentou diferenga significativa entre

os trés ambientes (Figura 1A).

Para o indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), A. conifera apresentou
melhores valores de IVG nas condi¢cdes de sala de crescimento e B.O.D, em
relacdo a casa de vegetacdo. Ja para A. perforata foi registrado maior IVG em
BOD seguido da sala de crescimento e a menor velocidade de germinagéo
ocorreu na casa de vegetagdo. O comportamento de L. languida nao diferiu

estatisticamente nas trés condigdes (Figura 1B).

No que se refere ao tempo médio foi registrada variagdo entre os trés
ambientes avaliados. Apenas A. conifera apresentou maior tempo médio quando

as sementes foram germinadas em casa de vegetacgao (Figura 1C).
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Aechmea conifera Aechmea perforata Lymania languida

. Sala de Crescimento (25 + 1 °C) . B.0.D.(30+1°C) . Casa de Vegetagdo (32 =2 °C)

Figura 1. Variaveis quantitativas da germinacdo de sementes de trés espécies de

Bromeliaceae em funcéo de diferentes ambientes. A) Porcentagem de germinagéo. B)

indice de velocidade de germinagao (IVG). C) Tempo médio de germinacédo (TMG). Letras

minusculas compara as médias entre as espécies em cada ambiente.
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Ao analisar o processo de germinagao ao longo do tempo, é possivel notar
que as sementes submetidas ao ambiente de casa de vegetagdo exibiram uma
menor porcentagem de germinagao, ocorrendo também de forma mais tardia,
especialmente para as espécies A. conifera e A. perforata (Figura 2A-B). Por outro
lado, o ambiente de sala de crescimento proporcionou uma taxa de germinagao
de 98% para a espécie A. conifera a partir do 17° dia apds a semeadura, enquanto
na espécie A. perforata a maior taxa de germinacao ocorreu em B.O.D, com 83%
a partir do 16° dia. Em relagdo a espécie L. languida, ndao foram observadas

variagdes expressivas entre os trés ambientes avaliados (Figura 2C).
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Figura 2. Germinacéo de sementes de trés espécies de Bromeliaceae em fungéo
do tempo e de diferentes ambientes. A) Aechmea conifera. B) Aechmea perforata.

C) Lymania languida.
Micropropagagao

No decorrer dos estudos sobre multiplicagdo, os valores relacionados a
taxa de crescimento geométrico e ao numero de brotos por explante produzidos
pelas espécies em cada subcultivo estdo apresentados na Tabela 2. As trés
espécies mostraram comportamento similar no que se refere ao aumento do

numero de brotos por explante a medida que se avanga nos subcultivos. Aechmea
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conifera é a espécie menos produtiva com a formacao de aproximadamente 85,04
brotos/ explante ao final do 4° subcultivo, seguida de Lymania languida com
137,27 brotos/ explante. A espécie mais produtiva foi Aechmea perforata com

mais de 150 brotos/ explante (Tabela 2, Figura 3).

Figura 3. Multiplicagao in vitro apresentando grande numero de brotos no quarto
subcultivo em sala de crescimento. A) Aechmea conifera. B) Aechmea perforata.

C) Lymania languida.
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Numero de brotos por explante

Espécies

S1 S2 S3 S4
Aechmea conifera 1,85 6,00 21,08 85,04
Aechmea perforata 4,29 11,77 38,69 152,35
Lymania languida 2,10 11,69 38,00 137,27

Taxa de crescimento geométrico

S1-S2 S2-S3 S3-S4
Aechmea conifera 2,65 2,83 3,15
Aechmea perforata 2,27 2,68 3,09
Lymania languida 3,89 2,65 2,90

Tabela 2. Numero médio de brotos por explante e taxa de crescimento geométrico
das trés espécies avaliadas em quatro subcultivos (S1, S2, S3 e S4).

As taxas de crescimento geométrico (Tabela 2) mostram um
comportamento diferente, para a Lymania languida, com uma queda no intervalo
entre o segundo e o terceiro subcultivo e uma elevacdo no intervalo entre o

terceiro e o quarto subcultivo.

A variacio observada entre as espécies durante os quatro subcultivos pode
ser observada na Figura 4A (Box Plot multiplo), confirmando esse comportamento

in vitro em relacao as espécies.

250
A ®A.conifera y=14,952x2 - 48,294x + 37,087 R?=0,9839 B
200 ®A. perforata y = 26,2842 - 84,625x + 65,945 R?=0,9843
®L. languida y =22 408x2 -68,871x + 51,368 R? = 0,9862
150 o
I o
\

S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 sS4 S1 S2 S3
Subcultivos Subcultivos

Ndmero de Brotos

Figura 4. Boxpot do numero de brotos por explante produzidos (A) e estimados
pelo modelo polinomial (B) em fungdo de quatro subcultivos em trés espécies de
Bromeliaceae (A. conifera, A. perforata e L. languida).
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Por outro lado, e de forma complementar, a Figura 4B evidencia o modelo
polinomial com as curvas ajustadas correspondentes as espécies nos quatro
subcultivos. Os coeficientes de determinagao (R?) foram acima de 97% mostrando
a confiabilidade no ajuste dos dados. Apesar do comportamento similar, de
crescimento, a medida que se avanga nos subcultivos, para as trés espécies,

ficam bem evidentes as diferengas na producgao de brotos.
Discussao

A germinacgao in vitro de Bromeliaceae tem sido objeto de estudo e altas
porcentagens de germinacao tém sido registradas para diferentes espécies
(Pulido-Rueda et al., 2018; Pereira et al., 2011). Tarré et al. (2007), avaliaram as
espécies Encholirium reflexum, E. magalhaesii, E. subsecundum, E. scrutor e E.
Pedicellatum, E. heloisae, Dyckia sordida e D. ursina e nao identificaram
diferencgas significativas no poder germinativo das sementes quando submetidas
as temperaturas variando de 20 a 30 °C com porcentagens superiores a 60 %. De
maneira similar, Vieira et al. (2007) conduziram um estudo com a espécie Dyckia
tuberosa (Vell.) e constataram que essa espécie apresentou éxito na germinagao

com 93 % ao ser exposta a temperaturas de 20 a 40 °C.

Ao compararmos os resultados desse estudo com o trabalho de Ferreira et
al. (2020), observamos que eles utilizaram sementes de Aechmea blanchetiana
(Baker) L.B.Sm. para a propagacao in vitro em uma sala de crescimento mantida
a 24 £ 2 °C, empregando o meio de cultura MS. Nesse estudo, as concentragdes
de macronutrientes foram variadas em 25 %, 50 % e 100 %, enquanto outros tipos
de agentes de suporte foram empregados: agar, hidrogel, papel de filtro. Os
resultados demostraram que a utilizagdo de 100 % do meio MS e agar como

agente solidificante resultou em um potencial germinativo acima de 60%.

Dias et al. (2021) com Aechmea aquilega (Salisb.) Griseb. e Bromelia
balansae Mez e Garcia et al. (2021) com Aechmea miniata (Beer) hort. ex Baker
e A. blanchetiana, obtiveram porcentagens de germinagdo acima de 90%

utilizando meio de cultura MS em sala de crescimento.
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No estudo de germinacéo in vitro de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms,
conduzido por Naves (2001), foram realizados testes empregando meio de cultura
MS com distintas concentragdes de macronutrientes. Neste mesmo trabalho foi
realizada uma comparagdo entre o processo de germinagdo in vitro e o
desenvolvimento em ambiente de casa de vegetacdo. Os resultados obtidos
destacaram que as taxas mais favoraveis de germinagdo se manifestaram nas
concentragbes compreendidas entre 50% e 75% dos macronutrientes. Ademais,
constatou-se que a germinagao in vitro apresentou niveis superiores de eficacia,
contrastando com os resultados observados em casa de vegetagdo. No contexto
ex vitro, as avaliagdes foram iniciadas a partir do quadragésimo dia, uma vez que
os pesquisadores argumentaram que, sob as condi¢cdes da casa de vegetacao, o

crescimento das plantulas se processa de forma mais lenta.

Resultados consonantes foram observados por Anacleto (2008), que
investigou o processo de germinacao da espécie Aechmea nudicaulis (L.) Griseb.
em condicdes ex vitro. O autor observou que as sementes iniciaram o processo
de germinagao entre o quarto e o oitavo dia apos a semeadura, atingindo o pico
maximo no vigésimo dia, mediante a utilizagdo de diferentes substratos. No
contexto dessa pesquisa, verificou-se que a Aechmea perforata apresentou um
padrdo semelhante, com inicio do processo germinativo entre o sexto e o oitavo

dia, alcangcando o ponto maximo aos dezoito dias (Figura 2C).

No estudo voltado a germinacao da espécie Vriesea incurvata Gaudich.,
conduzido por Muraro (2014), foram observadas porcentagens reduzidas de
germinagao em diferentes substratos, distribuidos em vasos localizados sob o
dossel florestal. O processo de germinagao ocorreu apos trinta e seis dias de
monitoramento, e o0 apice desse processo foi observado apds cinquenta dias.
Investigagdes realizadas por Stringheta et al. (2005) também observaram um
desenvolvimento gradual das plantulas em espécies do género Tillandsia, quando
submetidas a distintos substratos. Durante um periodo de trinta dias, ndo se
verificaram disparidades significativas no desenvolvimento e tamanho das

plantulas.

Assim, as altas temperaturas, podem causar possiveis danos nas
sementes, resultando em efeitos prejudiciais sobre o processo de germinagao

(Rios et al., 2016). A medida que as temperaturas se elevam, ocorre um
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incremento na taxa metabdlica (Marcos Filho, 2005). Esse fendbmeno aumenta as
diferengas nos requisitos de temperatura das sementes da familia Bromeliaceae,
podendo, assim, afetar os padrdes tipicos de germinacao dessas espécies (Terré
et al., 2007).

Contudo, em uma abordagem feita por Rocha et al. (2022) foi conduzido
um teste de germinagdo com quatro substratos (papel Germitest, areia,
Plantmax® e vermiculita) em uma cadmara de germinagdo BOD com temperatura
constante de 30 °C e fotoperiodo de 12 horas, utilizando iluminagao fluorescente
com 32,85 ymol m=2-s'. Como resultado, demonstraram que tanto a germinagéo
quanto o indice de velocidade de germinacao das sementes de Hohenbergia
belemii L.B.Sm. Read e Neoregelia compacta (Mez) L.B.Sm. foram influenciados
pelos substratos utilizados. O substrato exerce significativa influéncia nos
processos de germinacdo e no subsequente crescimento das plantulas,
desempenhando um papel crucial na retencéo de agua e nutrientes, na aeracgao,
na estrutura e no grau de infestagao por patoégenos (Oliveira et al., 2021; Silva et
al., 2021).

Divergindo desse enfoque, o estudo realizado por Duarte (2018) abordou a
germinagao de sementes pertencentes as espécies Vriesea bituminosa Wawra, V.
friburgensis Mez e Racinaea aeris-incola (Mez) M.A.Spencer L.B.Sm., sob
temperaturas constantes de 15, 20, 25, 30 e 35 £ 0,5°C, tanto em condigdes de
luz (fotoperiodo de 12 horas) quanto no escuro. Concluiu-se que houve um atraso
no processo de germinagao quando as sementes foram submetidas a condi¢des
de auséncia de luz. Marques et al. (2014) alcangaram resultados semelhantes
com essas observacgdes para as espécies Aechmea nudicaulis, Dickia saxatilis,

Racinaea aerisincola, Tillandsia stricta, Vriesea friburgensis.
Micropropagagao

A composigao do meio de cultivo, o balango de reguladores de crescimento,
o estado fisiolégico da matriz doadora do explante, dentre outros fatores, podem
afetar as taxas de formacgdo de brotos (Souza et al., 2013). Existem varios
registros sobre multiplicacéo in vitro de Bromeliaceae, Rocha (2010) demonstrou
que a concentragdo de 2 mg L-! de BAP resultou em 8,81 brotagdes por explante

apo6s 255 dias de cultivo para multiplicacao de A. bromeliifolia, A. distichantha e A.
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multiflora. No entanto, a elevagdo para cerca de 6 mg L' comprometeu a

morfogénese, sugerindo efeitos fitotoxicos.

De maneira semelhante, Carvalho et al. (2009) obtiveram 3,75 brotos por
explante para abacaxi ornamental com 13,32 uM de BAP, enquanto Pasqual et al.
(2008) obtiveram em média 21 brotagdes por explante de Ananas comosus var.
erectifolius utilizando 1,5 mg L' de BAP. Galvanese et al. (2007) constataram que
a combinagéo de 6 mg L' de BAP com 1 mg L-' de ANA resultou em 62 brotagdes
por explante para Aechmea blanchetiana enquanto Borges et al. (2003) obtiveram
32,6 brotos por explante em Ananas lucidus Miller ao utilizar 1 mg L' de BAP e
0,1 mg L' de ANA. Esses registros deixam evidente a variagdo da resposta, a
depender do género, espécie e/ou condigbes experimentais estabelecidas no

numero de brotos obtidos.

A busca por concentragbes ideais de reguladores de crescimento sao
fundamentais para o desenvolvimento de brotos saudaveis. No entanto, Silva et
al. (2002) reportaram efeito negativo na multiplicacdo de abacaxizeiro ao utilizar
altas concentragdes de BAP. Santos et al. (2008) observaram que concentragdes
de BAP acima de 1,2 mg L' reduziram os brotos de Ananas comosus var.
bracteatus em todos os subcultivos. Esse efeito adverso pode ser atribuido a
fitotoxidade causada pelas altas concentragbes de regulador de crescimento,
destacando a importancia da calibracdo dos protocolos para cada espécie (Rech
Filho et al., 2005). A literatura sugere que concentragées menores de BAP sao
mais indicadas em Bromeliaceae (Macédo et al., 2003; ViAas et al., 2012; Ribeiro
et al., 2021).

No contexto geral, a concentracédo de reguladores de crescimento exerce
influéncia direta no sucesso da micropropagacdo. E valido ressaltar, que
concentracbes elevadas podem também aumentar a incidéncia de variagao
somaclonal, resultando em material heterogéneo inadequado para

comercializagao (Bairu et al., 2011).

Garcia et al. (2021) observou que para as espécies Aechmea miniata e A.
blancheteana a utilizagdo da concentragédo de 1,3 mg L' de BAP resultou nao

somente no aumento do numero de brotos, mas também na manifestagdo de
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caracteristicas atipicas, como a formacao de brotos diminutos desprovidos de

raizes ou em quantidades reduzidas, indicando um desenvolvimento limitado.

Com maiores porcentagens de brotagdes, Rosa et al. (2013), concluiram
que menores concentragdes de BAP na multiplicagao de A. blanchetiana e A.
distichantha, foram suficientes para atender bons resultados. No presente estudo,
a concentragdo de 0,5 mg L' de BAP demonstrou ser eficaz para a espécie
Aechmea perforata e Lymania languida na produgdo de mudas em um periodo de
180 dias, ja para Aechmea conifera é necessario testar novas concentragdes de

BAP para obtermos melhores resultados.

CONCLUSAO

Para as espécies Aechmea perforata e Lymania languida de bromélias, o
cultivo em B.O.D. resulta em melhores respostas germinativas enquanto para

Aechmea conifera a sala de crescimento promoveu maior germinagao.

A espécie Aechmea perforata, tem maior potencial propagativo in vitro

quando comparada as espécies Aechmea conifera e Lymania languida.

Houve aumento no numero meédio de brotos obtidos ao longo dos
subcultivos das espécies estudadas, sendo esse aumento significativo no quarto

periodo de cultivo.

O protocolo utilizado deixa evidente a possibilidade de producédo de mudas
das trés espécies para objetivos de reintroducdo em populagcdes naturais

ameacadas.
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