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RESUMO

KIEVITSBOSCH, T. J. Cultivo ir vitro e desenvolvimento pos-seminal de espécies
de Bromeliaceae com potencial ornamental. 2011. 153 f. Dissertacio (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2011.

As bromélias sdo valorizadas por suas caracteristicas ornamentais, sendo o género Vriesea
representativo neste setor. O aprimoramento de métodos de propagacdo in vitro destas
plantas € altamente necessdrio a fim de suprir as necessidades do mercado, e evitar o
extrativismo ilegal. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou aprimorar o protocolo de
propagacdo in vitro de espécies do género Vriesea, bem como aumentar o conhecimento
global das espécies em estudo. Para tanto, sementes das espécies V. carinata, V.
friburgensis, V. paraibica e V. simplex foram submetidas a processos de assepsia e
introduzidas in vitro sob trés temperaturas: 22 °C, 27 °C e 32 °C. Paralelamente, sementes
das mesmas espécies foram semeadas em bandejas e mantidas em casa de vegetacao.
Através da microscopia eletrdnica de varredura e dtica foi realizada a descri¢do morfo-
anatdmica do desenvolvimento pés-seminal das plantulas das mesmas espécies. Além disso,
procurou-se adequar o meio de cultura as necessidades das mesmas espécies e de V.
hieroglyphica, sendo testadas 3 doses de nitrogénio e 3 doses de magnésio. Também
procurou-se avaliar a taxa de sobrevivéncia durante o processo de aclimatizacdo de
plantulas das espécies de Vriesea mencionadas (com excecdo de V. hieroglyphica).
Objetivou-se comparar caracteristicas anatomicas e morfolégicas de folhas das referidas
espécies cultivadas in vitro e em casa de vegetacdo. Por fim, com o objetivo de estabelecer
um protocolo de micropropagacdo para as espécies Vriesea carinata, V. paraibica, V.
phillipo-coburgii; V. simplex e Aechmea nudicaulis, foram introduzidos in vitro explantes
somadticos, apos testes de assepsia. A partir dos experimentos citados foi verificado que a
temperatura exerce uma forte influéncia nas taxas de germinagdo e mortalidade das
sementes de Vrieseas in vitro, sendo que a temperatura de 32°C proporcionou as maiores
taxas de mortalidade, mostrando-se prejudicial ao sucesso reprodutivo. A germinacdo em
casa de vegetacdo apresentou altas taxas de mortalidade e taxas de germinagdo mais baixas
do que in vitro. A descricdo morfo-anatdmica do desenvolvimento pds-seminal permitiu a
caracterizacdo de cinco estdgios de desenvolvimento. Com relagdo ao experimento de
nutricdo mineral, foi evidenciado que as doses de nitrogénio e magnésio testadas
acarretaram em menor acimulo de cdlcio e de potdssio nas plantas, sendo que esse fato
resultou em menor actimulo de massa fresca. O experimento de aclimatizacdo ficou
inviabilizado devido ao ataque as plantulas por praga Fungus Gnats. Com a andlise morfo-
anatdomica das folhas de plantas cultivadas in vitro e em casa de vegetacdo foi possivel
observar a presenca de estruturas tipicas de Bromeliaceae nas plantas cultivadas em ambas
as condicdes: estOmatos, tricomas escamiformes, mesofilo com epiderme unisseriada,
parénquima agqiiifero, feixes colaterais fechados e canais de aeracdo. Com relacdo a
introdugdo in vitro a partir de explantes somdticos, pode-se afirmar que o uso de cefotaxima
apresentou uma boa eficiéncia no combate a contaminag@o bacteriana em cultura de dpices
caulinares. A escolha de dpice vegetativo de brotos laterais como explantes iniciais para a
cultura das referidas espécies in vitro € uma boa op¢do. A otimizagdo da propagacdo destas
espécies in vitro poderd diminuir a pressdo extrativista que estas vém sofrendo e, a0 mesmo
tempo, abastecer o mercado ornamental.

Palavras-chave: Bromélia. Germinag¢do. Desenvolvimento pds-seminal. Morfo-anatomia.
Nutricdo in vitro. Apice caulinar. Microscopia de luz. Microscopia eletronica de varredura.



ABSTRACT

KIEVITSBOSCH, T. J. In vitro culture and post-seminal development of
Bromeliaceae with ornamental potential. 2011. 153 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2011.

Bromeliads are valued for their ornamental characteristics and the genus Vriesea is
representative in this sector. The improvement of in vitro propagation of these plants is
highly necessary in order to meet market needs, and, at the same time, to prevent illegal
extraction of this plants from their natural habitat. In this context, this study aimed to
improve the protocol for in vitro propagation of species of Vriesea and increase the global
knowledge of these by morpho-anatomical characterization of the development of the
seedling and leaf. Seeds of V. carinata, V. friburgensis, V.paraiba and V. simplex were
submitted to aseptic procedures and introduced in vitro under three temperatures: 22 ° C, 27
° C and 32 ° C. Additionaly, seeds of these species were sown in trays and maintained in a
greenhouse. The post-seminal development was described by light and scanning electron
microscopy. In addition, the adjustment of the culture medium for these four species and
V. hieroglyphica was tested, by testing three doses of nitrogen combined with three doses of
magnesium. The acclimatization efficiency of these Vriesea species, except for V.
hieroglyphica, after a prior culture in the presence and absence of IBA was done, in three
commercial substrates to verify IBA effect in rooting and seedling survival. This study also
aimed to compare anatomical and morphological characteristics of leaves of the species
cultivated in vitro and in the greenhouse. Finally, in order to establish a micropropagation
protocol for the species Vriesea carinata, V. paraiba, V. phillipo-coburgii; V. simplex and
Aechmea nudicaulis, somatic explants were introduced in vitro after sterilization tests. From
all the experiments cited it was observed that the temperature strongly influences
germination and mortality rates of Vriesea germinating seeds in vitro. The temperature of
32 ° C provided the highest mortality rates, being harmful to the reproductive success
of this species. The germination in the greenhouse showed higher mortality and lower
germination rates than in vitro germination. The morpho-anatomical description of the post-
seminal development allowed for the characterization of five stages of development. With
regard to the mineral nutrition experiment, the doses of nitrogen and magnesium tested
resulted in less accumulation of calcium and potassium in plants, resulting in less
accumulation of fresh weight. The acclimatization experiment was lost by the attack of
Fungus gnats. With the morpho-anatomical analysis of leaves of plants grown in vitro and
in the greenhouse it was possible to observe the presence of typical structures of
Bromeliaceae such as stomata, scales, mesophyll with uniseriate epidermis, water storage
tissue, collateral vascular bundles and air channels. Finally, the use of cefotaxime proved
efficient against bacterial contamination in in vitro establishment of shoot apex explants in
vitro. The choice of shoot apices from lateral buds as initial explants for in vitro
establishment of those species was a good alternative. Optimization of in vitro propagation
of bromeliad species can reduce their extractivism pressure and, at the same time, supply
the ornamental plant market.

Keywords: Bromeliad. Germination. Post-seminal development. Morpho-anatomy. In vitro
nutrition. Shoot apices. Light microscopy. Scanning electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae é composta por cerca de 3090 espécies. Destas, estima-se
que 40% encontram-se no Brasil e 21% sdo endémicas do dominio da Mata Atlantica
(WANDERLEY et al., 2006; MARTINELLI et al., 2008), sendo que a destrui¢do deste
habitat ¢ um dos maiores problemas na conservacdo destas espécies. A maioria dos
representantes da familia € caracterizada pela forma de vida epifita, embora existam
também representantes terrestres e rupiculas (MARTINELLI et al.,, 2008). Em muitas
plantas desta familia, a disposicdo das folhas forma um tanque, no qual se acumulam
dgua e detritos que contribuem para a nutricio da planta (BENZING, 2000;
YANOVIAK; NADKARNI; GERING, 2003).

As bromélias, devido as suas inflorescéncias vistosas, com variada combinacdo de
cores, formas e tamanhos e folhagens atrativas, sdo muito requisitadas do ponto de vista
ornamental (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006), como € o caso das plantas do
género Vriesea, objeto de estudo do presente trabalho. Em seu ambiente natural, as
bromélias servem de habitat para membros da flora e fauna, sitios de reprodugdo para
animais, e sdo componentes da biodiversidade do ambiente (BENNET, 2000).

Muitas vezes, as plantas sdo retiradas ilegalmente de seu habitat natural, na forma
de extrativismo indiscriminado, com objetivos de comercializagdo. Ademais, as Vrieseas
sdao plantas de desenvolvimento ontogenético lento, com ciclo de vida longo. Nesse
contexto, muitas espécies deste género, bem como dos demais, encontram-se em alguma
das listas oficiais de espécies ameacadas. Dentre as espécies registradas na mata
Atlantica, 40% encontram-se com algum grau de ameaca a extingdo (MARTINELLI et
al., 2008).

Naturalmente, as bromélias se propagam sexualmente, através da fecundacgio e
posterior desenvolvimento do embrido, e assexuadamente, com a emissd@o de brotos
laterais que sdo formados a partir de gemais axilares (DAQUINTA; GUERRA, 1999;
ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006). A propaga¢do natural, no entanto, ndo supre as
necessidades do mercado de plantas ornamentais, uma vez que a emissdo de brotos
laterais € lenta e poucos brotos sdo emitidos. Por outro lado, as sementes possuem baixo
sucesso de germinacdo e o estado juvenil das plantas é longo (MERCIER; KERBAUY,
1995; CARNEIRO et al., 1999).
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Considerando esse contexto, a produ¢do de mudas para atender o mercado é uma
estratégia importante para minimizar as atividades extrativistas. Estudos relacionados ao
sistema de propagacdo dessas espécies s@o necessdrios, a fim de subsidiar o
estabelecimento de protocolos eficientes e que possam garantir a producdo em larga
escala desses materiais. Assim, uma alternativa para a producdo comercial de bromélias,
bem como para sua conservagdo, € a propagacio in vitro (POMPELLI; GUERRA, 2005).
Esta estratégia tem demonstrado grandes vantagens em relagdo as técnicas de propagagdo
tradicionais, pois permite a rdpida multiplicacdo, demandando espago fisico pequeno e
permitindo a obtencdo de mudas de alta qualidade fitossanitaria (GUERRA et al., 1999).

O estabelecimento de um protocolo eficiente de micropropagacdo envolve varios
fatores. A escolha do explante é um aspecto muito importante, pois vai determinar o
sucesso da propagacdo in vitro, bem como a fidelidade genética das plantas produzidas
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006). Sementes permitem a manutencdo da
variabilidade genética, a qual é importante quando o objetivo € a conservagdo e/ou o
estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro. Por outro lado, explantes oriundos
de células somadticas permitem a obtencdo de plantas idénticas a planta matriz, o que é
interessante para fins de comercializagao.

O método de assepsia do explante € determinante para o sucesso da propagacio in
vitro, uma vez que o estabelecimento do cultivo deve ser livre de microrganismos e de
oxidacdo dos explantes.

O meio de cultura e sua composi¢do mineral desempenham um papel importante no
crescimento e desenvolvimento da planta, sendo que cada espécie possui suas proprias
exigéncias nutricionais, de modo que o meio de cultura deve ser adequado & espécie a ser
propagada.

A etapa final do cultivo in vitro € a aclimatizac¢do, uma fase critica e, muitas vezes,
um fator limitante do processo de micropropagacdo, sendo importante na formagao de
mudas de qualidade (BANDEIRA et al., 2007).

Avancos no conhecimento da biologia de Bromeliaceae, bem como estudos
fisiologicos e de reproducdo e propagacdo sdo de extrema importincia para o melhor
aproveitamento dessas espécies, tanto para fins ornamentais quanto para fins de
conservagao.

O conhecimento da morfologia das sementes e do desenvolvimento pds-seminal,
por exemplo, contribui para auxiliar analises de germinac@o e conservacdo de sementes

(ANDRADE et al., 2003), além de contribuir para um maior conhecimento da espécie
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(PAOLI; BIANCONI, 2008), sendo que a emergéncia e o estabelecimento das plantulas
sdo fases criticas no ciclo de vida das plantas (MELO et al., 2004). A caracterizacdo da
morfologia e anatomia da folha contribui na taxonomia das plantas e para compreensao
de estratégias adaptativas (SILVA, 2009). A comparacdo destas caracteristicas em folhas
de plantas provenientes da propagacdo in vitro e de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo auxiliam no aperfeicoamento do protocolo de propagacdo das mesmas, bem
como proporcionam conhecimento sobre a plasticidade fenotipica das plantas
(BARBOZA et al., 2006).

Tendo em vista esse contexto, os objetivos gerais deste trabalho foram otimizar o
protocolo de micropropagacdo e ampliar o conhecimento de espécies de Bromeliaceae
com elevado potencial ornamental tanto para o mercado interno, como externo, assim
como de importincia fundamental aos ecossistemas tropicais, para assim fornecer
subsidios para a produg@o em larga escala das mesmas e, a0 mesmo tempo, dar suporte a
técnicas de conservagdo in vitro de gendtipos ameagados desta familia. As espécies
utilizadas foram Vriesea carinata, V. friburgensis, V. paraibica, V. simplex, V. phillipo-

coburgii e Aechmea nudicaulis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais e distribuicao geografica da familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae contém 58 géneros e cerca de 3090 espécies
(WANDERLEY et al.,, 2006), todas elas nativas das Américas, com excecdo de
Pitcairnia feliciana, nativa da Africa (BENZING, 2000). Trés centros de diversidade da
familia Bromeliaceae podem ser reconhecidos: o leste do Brasil nos dominios da Mata
Atlantica, o Escudo das Guianas e os Andes (SMITH; DOWNS, 1977). Estima-se que
cerca de 40% das espécies, 1200 espécies pertencentes a 40 g€neros, estdo distribuidas no
Brasil, muitas das quais sdo endémicas e concentradas principalmente no bioma da Mata
Atlantica (SOUZA; LORENZI, 2005; WANDERLEY et al., 2006). Segundo Martinelli et
al. (2008), no dominio da Mata Atlantica sdo registrados 31 géneros e 803 espécies sendo
que 653 espécies pertencentes a dez géneros, Andrea, Canistropsis, Canistrum,
Edmundoa, Fernseea, Lymania, Nidularium, Portea, Quesnelia e Wittrockia, sao
endémicos deste dominio.

As bromélias sdo monocotiledoneas exoticas, de natureza xerofita e classificadas
como monocérpicas perenes (CANDIDO, 1995) com flores geralmente bissexuais. As
bromélias florescem apenas uma vez em seu ciclo de vida e geralmente produzem ramos
laterais apds o florescimento (BENZING; BURT, 1970).

A familia Bromeliaceae é subdividida em trés subfamilias: 1) Pitcairnioideae,
que é composta principalmente pelas espécies terrestres com um extenso sistema
radicular para absorcdo de dgua e nutrientes, folhas em roseta e que ndo formam um
tanque (BENZING; BURT, 1970). Suas folhas apresentam espinhos, produzem sementes
pequenas, sem asas, sendo seus frutos classificados como capsulas secas. Esta sub-familia
€ composta por 16 géneros e 750 espécies (RUNDEL; DILLON, 1998);
2) Tillandsioideae, composta por plantas de héabito geralmente epifita e que se
caracterizam por possuirem folhas de margens inteiras, sem espinhos e cujo arranjo forma
um tanque, tricomas peltados organizados radialmente, ovario geralmente sipero e
cédpsulas secas tri-partidas contendo sementes com apéndices plumosos que se dispersam
pelo vento (FISCHER; ARAUJO, 1995; BENZING, 2000). A morfologia do estigma é
varidvel dentro desta sub-familia com ao menos cinco tipos diferentes, bem como a

morfologia polinica, sendo os grdos em sua maioria sulcados, com uma regido de
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germinagdo distal. Esta sub-familia contém 9 géneros, incluindo os mais comuns para
propdsitos comerciais € ornamentais, Vriesea e Guzmania, e com 810 espécies segundo
Rundel e Dillon (1998) e 3) Bromelioideae, que inclui 31 géneros e o menor nimero de
espécies, 536 espécies de acordo com Fischer e Aratdjo (1995). A maioria € epifita, com
folhas em roseta, formando tanques que acumulam 4gua e detritos. Em geral tém folhas
com espinhos e frutos tipo grdo. As sementes sdo dispersas por animais.

Mais recentemente, Givinish et al. (2007), com base em andlises moleculares
baseadas na variacdo nucleotidica de ndhF, um gene relativamente grande no genoma do
cloroplasto, propuseram uma nova divisdo para a familia. Nesta proposta Bromeliaceae
passa a ter oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae,
Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae. Resultados
obtidos por Givinish et al. (2011) confirmam que a divisdo tradicional da familia
Bromeliaceae em trés sub-familias deve ser abandonada.

A familia contém uma rica variedade de formas de vida: terrestre, tanque em
forma de roseta e epifita extrema, sendo que mais de 50% das espécies de Bromeliaceae
sao epifitas (MARTINELLI et al., 2008).

A transicdo evoluciondria de formas terrestres para epifitas estd, aparentemente,
ligada a formacdo dos tricomas especializados que recobrem densamente superficies
foliares. Estas estruturas t€m como fungdo refletir o excesso de luminosidade e retardar a
transpiracdo, reduzindo o calor e as injurias causadas pelo sol nas trés subfamilias.
Principalmente em Tillandsioideae, as células vivas do pediculo que apresentam
protoplastos ricos em organelas, permitem a absorcdo de 4gua e fons nutritivos
(BENZING, 1990; 2000). Além disso, os tricomas peltados podem servir de protecdo
contra patégenos e predadores, por cobrirem a superficie foliar mais delgada (BENZING,
2000). Esta estratégia ¢ uma adaptagdo fundamental ao ambiente epifitico das bromélias.
Em adicdo as especializa¢gdes morfoldgicas, ou seja, corpo de tamanho reduzido e
herbaceo, habito rizomatoso, caule fitotélmico, suculéncia, além de diversos mecanismos
de polinizacdo e dispersao de sementes para adaptagcdo em diferentes habitats
(BENZING, 2000) e redugdo do sistema radicular (MOLLO, 2009), o fator chave para a
adaptacdo de bromélias a ambientes dridos é o seu metabolismo CAM (Crassulacean
Acid Metabolism) (CRAYN; SMITH, 2004). Este tipo de metabolismo € eficiente para
economia de 4gua uma vez que os estdmatos abrem-se somente a noite. Por conseqiiéncia
a esse fato, a taxa de fotossintese € limitada e o crescimento das bromélias é bastante

lento (MAJEROWICZ, 2004). A importante variabilidade das espécies, com diferentes
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caracteristicas fisioldgicas, de desenvolvimento e de crescimento permitem inclusive, as
bromélias, sua adaptacio a ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes e

suprimento irregular de 4gua (BENZING, 2000).

2.2. Importancia das bromélias e de sua preservacio ecologica

As bromélias sdo valorizadas por suas caracteristicas ornamentais e potencial
comercial. A folhagem atrativa, formas caracteristicas, bracteas florais coloridas e
brilhantes (apesar das flores serem pequenas e efémeras) e inflorescéncias terminais sdo
responsdveis pela sua beleza. As bromélias se adaptam facilmente ao cultivo em
ambientes internos em climas temperados, requerendo poucas praticas de manutengio
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006). O uso de bromélias como plantas ornamentais
teve inicio na década de setenta, quando uma bromélia nativa do Rio de Janeiro, a
Aechmea fasciata (Lindley) Baker, despertou o interesse comercial e curiosidade por
compradores de plantas (MURARO, 2006). Segundo Noventa (2011) em reportagem ao
jornal Folha de Sdo Paulo, o mercado de flores e plantas ornamentais no Brasil ja
movimenta US$ 1,1 bilhdo por ano e possui crescimento anual continuo, sendo que no
Estado de Sdo Paulo concentram-se cerca de 90% das atividades ligadas a esse setor.

Além de suas caracteristicas ornamentais, as bromélias desempenham um
importante papel ecoldgico nos ecossistemas naturais. Epifitas desempenham um papel
fundamental no ciclo de nutrientes e de agua (COXSON; NADKARNI, 1995), sendo
componentes essenciais da biodiversidade de florestas tropicais. Bromélias formadoras de
tanque pela disposi¢dao de suas folhas se constituem em habitat para membros da fauna
(YANOVIAK; NADKARNI; GERING, 2003) e servem de fonte de dgua para animais e
passaros (PIZO, 1994).

A familia Bromeliaceae contém outras espécies de importancia para uso humano.
Dentre essas podemos citar o uso de representantes da familia na producdo de fibras, na
alimentacdo humana e animal, como combustivel e para fins medicinais (BENNET,
2000). A categoria de bromélias utilizadas para fibras inclui 13 espécies que provém
roupas, papel, cordas e fios podendo-se destacar, Aechmea magdalenae, Ananas comosus,
Neoglaziovia variegatta, espécie brasileira que fornece o produto comercial chamado de
caroa e Tillandsia usneoides. Na alimentacdo humana, o abacaxi (Ananas comosus) é o
representante da familia mais popular, mas existem ao menos outras 25 espécies que

produzem frutas e folhas comestiveis. Por exemplo, bebidas fermentadas, ou ndo, sdo
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produzidas a partir de Aechmea magdalenae, Bromelia alsodes, Bromelia hemisphaerica,
Bromelia pinguin, entre outras. Bases de folhas de Puya sodiroana sao comestiveis, bem
como inflorescéncias contendo alto teor de acgicar de Tillandsia erubescens e
T. recurvata, no México e 4pices caulinares de 7. maxima e T. rubella na Bolivia e
Argentina. Ja4 na alimentacdo animal, cerca de 21 espécies de Bromeliaceae sdo
representativas, como € o caso de Aechmea tessmannii e Guzmania acuminata, entre
outras, cuja dgua acumulada no tanque e inflorescéncias jovens sdo utilizadas por
espécies de macacos (BENNET, 2000). Além disso, varios representantes de espécies
epifitas servem de habitat para membros da fauna, como anfibios, aranhas e insetos.
Virias espécies de Tillandsia e Puya servem como combustivel nos Andes, Peru e
Equador, através da queima de bases foliares e ramos.

Cerca de 25 espécies da familia apresentam uso medicinal, sendo que a sub-
familia Bromelioideae possui o maior nimero de representantes (BENNET, 2000). Por
exemplo, a dgua do tanque ou fitotelmo, de Aechmea bracteata é utilizada para curar
febre, dor de cabeca e azia no México (BENNET, 2000). Ananas comosus e Bromelia
pinguin possuem propriedades terapéuticas pela presenca de uma enzima proteolitica
similar a papaina, chamada de bromelina, sendo utilizadas para tratar dores, inflamacdes,
bronquites, parasitas intestinais e reumatismo (BENNET, 2000). Folhas jovens de
Bromelia alsodes sao utilizadas para curar ossos quebrados (BENNET, 2000). Extrato de
folhas de Nidularium procerum mostrou efeito analgésico e anti-inflamatério
(AMENDOEIRA et al., 2005a) e antialérgico (VIERA DE ABREU et al., 2005) quando
administrado a ratos. Da sub familia Tillandsioideae podem ser citadas as espécies
Guzmania monostachia, cujas inflorescéncias sdo utilizadas no preparo de suco para
aliviar dores de ouvido e Tillandsia benthamiana, com a qual é preparada uma infusio
para curar anemia ou problemas renais (BENNET, 2000).

As bromélias, epifitas em sua maioria, dependem da conservacdo da floresta. O
processo de devastagdo do bioma da Mata Atlantica é a principal causa da erosdo
genética de espécies de bromélias (POMPELLI; GUERRA, 2004). Apenas 7,5% da Mata
sdo mantidos em forma de fragmentos dispersos nos seus ecossistemas associados
(COFFANI NUNES, 2002, POMPELLI; GUERRA, 2005; FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2008). As bromélias sdo ainda consideradas indicadores ambientais, uma
vez que sdo as primeiras a serem afetadas pela degradagc@o ambiental e desflorestamento e

as ultimas a se instalarem em 4reas de recuperacdo (MOREIRA, 2008).
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Além disso, nos anos entre 1940 e 1950, muitas bromélias foram destruidas por
ordem do governo, cujo objetivo era controlar o mosquito transmissor da malaria do
género Anopheles, o que acarretou em drastica redugdo populacional destas plantas. No
ano de 2000, a cena se repetiu com o aumento nos casos de dengue, como tentativa de
controlar a populacdo de larvas do mosquito Aedes aegypti. Uma vez que estas se
desenvolvem apenas em 4gua limpa, trata-se de uma decisdo equivocada ja que a dgua
acumulada no tanque das bromélias contém também matéria orginica em decomposi¢io
(CARVALHO, 2002).

Ainda, entre as populagdes de plantas que primeiro sofreram extrativismo ilegal,
encontram-se o pau-brasil, as orquideas e as bromélias, muito procuradas para fins
ornamentais (ANACLETO et al., 2006). Dados recentes do extrativismo de bromélias no
estado do Parand, por exemplo, em levantamento realizado por Anacleto et al. (2006),
revelam que j4 hd uma tendéncia na diminui¢do desta extracdo ilegal das plantas. Os
autores, com base em estudos anteriores concluiram que no ano de 2001 foram retiradas
ilegalmente 150.000 plantas. No ano de 2004, esse niimero caiu para 42.000 e em 2006
para 17.500. Entretanto, apesar dessa queda no extrativismo, € preciso levar em conta que
muitas espécies sdo endémicas, e esse extrativismo, somado a destrui¢io e fragmentacdo
do habitat destas plantas e ao seu crescimento e desenvolvimento ontogenético lento
inerente a familia (HOSOKI; ASAHIRA, 1980), pode reduzir drasticamente a
diversidade genética da populacdo, conduzindo muitas espécies a ameaga de extingdo
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006; WANDERLEY et al., 2006).

Em levantamento de bromélias existentes na Mata Atlantica brasileira realizado
por Martinelli et al. (2008), dos 953 tdxons registrados, 338 encontram-se citados em
alguma das listas oficiais de espécies ameacadas. Isto significa, que dentre as espécies

registradas na mata Atlantica, 40% encontram-se com algum grau de ameaca a extingao.

2.3. O género Vriesea

O género Vriesea Lindl, objeto de estudo deste trabalho, foi reconhecido por
botanicos em 1843, recebendo esse nome em homenagem a um boténico holandés, H. de
Vries. Entretanto, mesmo antes desta data, algumas Vrieseas foram introduzidas na
Europa, como por exemplo, V. spledens, cuja entrada neste continente data de 1840

(BROMELIADS SOCIETY OF QUEENSLAND, 2006). Vriesea é o segundo maior
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género da sub-familia Tillandsioideae e o terceiro maior na familia Bromeliaceae
(BENZING, 2000), sendo o mais utilizado para producdo de hibridos e o mais cultivado.
As plantas sdo de tamanho varidvel e a maioria € epifita, com folhas péndulas ou firmes,
verdes inteiras ou com manchas, densa ou esparsamente cobertas por tricomas (COSTA,
2002). As inflorescéncias sdo duradouras e possuem flores amarelas, verdes ou brancas e
bracteas coloridas e brilhantes. As inflorescéncias podem ser em forma de espiga,
curvadas ou péndulas. Plantas deste género sofrem fortes injurias em baixas temperaturas
(BLACK; DEHGAN, 2003). Sao plantas monocdrpicas e que se reproduzem
vegetativamente por brotos imbricados nas bainhas foliares, brotos externos as rosetas ou,
ainda, por estoldes que afastam o broto da planta-mde. Podem se apresentar como
individuos isolados ou em touceiras (COSTA, 2002).

O género é composto por cerca de 250 espécies (BENZING, 2000;
WANDERLEY et al., 2006) divididas em duas se¢des: Vriesea e Xiphion (COSTA et al.,
2009). Vriesea secdo Vriesea inclui espécies com inflorescéncias simples e compostas
com bracteas florais infladas, ndo involutas alaranjadas ou amareladas e estames exsertos.
A se¢do Xiphion inclui espécies com bricteas florais esverdeadas ou amarronzadas e
estames inclusos na corola (BENNET, 2000).

O género possui dois centros de dispersdo: o primeiro no leste do Brasil e o
segundo no norte da América do Sul, América Central e Caribe. As espécies ocorrem
preferencialmente em ambiente mesofito, sendo também comuns em ambientes abertos
como os campos rupestres e campos de altitude (COSTA et al., 2009). Das espécies do
género Vriesea, 166 encontram-se na Mata Atlantica e 145 sdo endé€micas da Mata
Atlantica brasileira (MARTINELLI et al., 2008).

O género Vriesea, possui representantes ao longo de todo o dominio da Mata
Atlantica, sendo que sua maior diversidade € encontrada entre a Bahia e Santa Catarina,
incluindo Minas Gerais, com destaque para Rio de Janeiro onde ocorrem 93 espécies
(MARTINELLI et al., 2008).

As espécies deste gé€nero sdo perenes, herbiaceas e com folhas arranjadas em
rosetas que absorvem d4gua e nutrientes. S3o espécies de crescimento lento
(STRINGHETA et al., 2005) e se enquadram nos tipos ecolédgicos I, IV e V (BENZING,
2000), sendo, em sua maioria, epifitas ocorrendo em ambientes sombreados
(MARTINELLI et al., 2008). O tipo I se caracteriza por espécies contendo raizes
absortivas no solo, sem fitotelmo, tricomas foliares nio absortivos, metabolismo

fotossintético C3 ou CAM e habito terrestre. As espécies do tipo IV se caracterizam por
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apresentarem raizes mecanicas ou absortivas quando necessdrio, fitotelmo bem
desenvolvido, tricomas foliares absortivos na base das folhas, metabolismo fotossintético
em sua maioria C3 e habito principalmente epifita. Por fim, os individuos do tipo V
possuem raizes mecanicas ou ausentes, ndao possuem fitotelmo e sdo de tamanho
reduzido, tricomas absortivos por toda a superficie foliar, metabolismo CAM e habito
saxicola ou epifita. Como exemplo, as espécies V. carinata e V. simplex se enquadram no
tipo IV, possuindo escamas esparsas nas folhas. A dltima apresenta metabolismo C3
(BENZING, 2000).

Muitas Vrieseas s@o cultivadas para o comércio devido as inflorescéncias € menos
pela folhagem. Estas sdo chamadas de “Vrieseas de folhagem verde” (BROMELIADS
SOCIETY OF QUEENSLAND, 2006). As inflorescéncias sdo durédveis, sendo que as
plantas podem ser mantidas em ambientes internos por longos periodos. Estas variam em
forma, podendo ser em forma de espiga ereta e achatada ou pendente e tem como
coloracdes mais comuns das bricteas o amarelo, laranja e vermelho (O JARDINEIRO,
2008). As que sdo cultivadas e comercializadas pela beleza das folhas sdo chamadas de
“Vrieseas com folhagem”. V. carinata se engloba no grupo das que se destacam pela
inflorescéncia, possuindo folhas verde-claro que formam uma roseta. Esta espécie foi
umas das primeiras a ser comercializada, sendo também muito utilizada para a produgdo

de hibridos (BROMELIADS SOCIETY OF QUEENSLAND, 2006).

2.4. Propagacio de bromélias: sexual e vegetativa (assexual) e a possibilidade de

serem realizadas in vifro visando a producio de mudas

Em condicdes naturais, as bromélias se propagam sexualmente, através da
fecundacdo e formacdo de sementes e assexualmente, pela emissdo de brotos laterais pela
planta-mae. (DAQUINTA; GUERRA, 1999; ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

A reproducio assexual, pela emissdo de brotos laterais, pode ocorrer em plantas de
idades variadas, ndo se restringindo somente a plantas adultas e nem todas as plantas
adultas apresentam esta forma de reproducdo (BENZING, 2000).

A propagacdo sexual, por sua vez, é a que se da a partir da fecundacdo e posterior
desenvolvimento do embrido e semente. A germinacdo de sementes e seu
desenvolvimento sdo aspectos cruciais para a manutencdo da diversidade genética das
plantas no seu habitat natural sendo também utilizada na producdo de plantas para o

comércio (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).
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Para fins comerciais, a propagacdo vegetativa natural das bromélias, pela emissao
de brotos laterais, € bastante lenta, pelo pequeno niimero de brotos emitidos pelas plantas
adultas apés o florescimento (MERCIER; KERBAUY, 1995; CARNEIRO et al., 1999).
A propagacdo sexual, por sua vez, também nd@o supre a necessidade da produgdo
comercial destas plantas, uma vez que o sucesso de germinacdo em geral é baixo
(MERCIER; KERBAUY, 1995), e o estado juvenil da planta € bastante longo (HOSOKTI;
ASAHIRA, 1980).

Esse contexto se aplica também as bromélias do género Vriesea, objeto de estudo
deste trabalho. Vidrias espécies deste género, como V. gigantea e V. philippocoburgii e
outras, produzem sementes com baixa capacidade germinativa (MERCIER; KERBAUY,
1995) e, depois do florescimento, somente um ou dois brotos laterais, de
desenvolvimento lento, sdo formados. Assim, os métodos convencionais de propagagao
ndo suprem as necessidades do mercado e, dentro desse contexto, essas bromélias sdao
intensamente coletadas do seu habitat natural (DROSTE et al., 2005). Assim, as técnicas
de multiplicagdo in vitro se apresentam como uma boa alternativa para a propagacdo
destas plantas (POMPELLI; GUERRA, 2005) e producdo de mudas em larga escala.

Os processos de cultura de tecidos vegetais in vitro compreendem um conjunto de
técnicas, nas quais um explante (células, tecido ou um 6rgdo) € cultivado sob condicdes
assépticas em meio nutritivo. Este processo se baseia na totipotencialidade das células, ou
seja, na capacidade de qualquer célula do organismo vegetal apresentar todas as
informagdes genéticas necessarias a regeneragdo de uma planta completa (TORRES;
CALDAS; BUSO, 1998).

As técnicas de propagagdo in vitro, se conduzidas corretamente, permitem a
obtencdo de plantas sadias e de alta qualidade independentemente de fatores climaticos
limitantes, demandando um espago fisico pequeno e periodo reduzido (GUERRA et al.,
1999). A micropropagacio apresenta muitas vantagens como alta taxa de multiplicacdo,
uniformidade fisiolégica do material, disponibilidade de propdgulos livres de doengas
durante o ano inteiro, uniformidade nas brotagdes, entre outras (ARIAS, 1992).

O sistema padrdo de micropropagagdo, segundo Grattapaglia e Machado (1998),
baseia-se em trés estdgios: 1) selecdo dos explantes, a desinfestagdo e a cultura em meio
nutritivo sob condi¢des assépticas; 2) multiplicacdo dos propdgulos sob sucessivas
subculturas em meio adequado; 3) transferéncia dos explantes para meio de enraizamento

e subseqiiente aclimatizag@o.
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2.4.1. Propagacao sexual

A propagacdo sexuada apresenta algumas dificuldades, sendo uma delas a
disponibilidade limitada de sementes (DAQUINTA; GUERRA, 1999). Além disso, no
caso das bromélias, a germina¢@o pode ser outro fator limitante. Em Tillandsioideae e
Pitcairnioideae, a germinacdo é mais lenta do que em Bromelioideae (ARANDA-
PERES; RODRIGUEZ, 2006), sendo que apenas a maturacdo das sementes pode levar
até um ano apds a polinizacdo, dependendo da espécie (STRINGHETA et al., 2005).
Muitas espécies podem ainda apresentar sementes em dorméncia e germinagdo
desuniforme e irregular, prejudicando os procedimentos para sua produgdo (SANTOS et
al., 2008).

A temperatura e a luz sdo os principais fatores ambientais que afetam a
germinagdo de sementes, desde que haja disponibilidade de 4gua e oxigénio. Para muitas
espécies vegetais, quando sdo fornecidas condi¢des adequadas de luz e umidade, a
temperatura predominante determina ndo s6 a fracdo de sementes que germina como
também a velocidade de germinacdo (ANDRADE, 1995). Em condi¢des ex vitro, entdo,
sementes com ampla capacidade de resposta a condi¢des edafoclimaticas sdo as
responsdveis por manter populacdes em ambientes extremos ou que apresente algum fator
estressante (GAFF, 1987). Os dados de temperaturas cardeais da germinacdo de sementes
podem contribuir para explicar muitas peculiaridades biogeograficas de espécies
neotropicas (BORGHETTI, 2005).

A germinacdo de sementes in vitro € mais rdpida e mais eficiente quando
comparada com o ambiente natural (MERCIER; KERBAUY, 1995), desde que sejam
definidas as condic¢des ideais de cultivo.

Carneiro et al. (1999) conseguiram boas taxas de germinacdo de sementes de
Neoregelia cruenta in vitro em meio com sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), com 3% de sacarose. Pickens et al. (2003) trabalharam com germinagdo e mudas
de Tillandsi eizii. Para tal espécie, os melhores resultados para germinacao foram obtidos
a 22°C e com fotoperiodo de 16 horas.

Aranda-Peres (2005) obteve bons resultados na germinacdo de Aechmea em
condicdes in vitro, enquanto espécies Tillandsioideae (Vriesea e Racinaea) mostraram
taxas de germinacdo muito baixas. Sementes de Aechmea bromelifolia e A. distichantha

germinaram bem em meios de cultura sem reguladores de crescimento. A adi¢do de GA3
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(4cido giberélico) no meio foi testada para Vriesea friburgensis, V. hieroglyphica,
V. incurvata, V. unilateralis e Racinaeae sendo que uma melhora na germinagdo foi
observada na maioria das espécies de Vriesea, com excecdo de V. hieroglyphica, para a
qual o GAj parece ter efeito inibitdrio na germinagao.

Com o objetivo de realizar a conservagio in vitro de Cryptanthus sinuosus L.B.
Smith, uma bromélia ameagada de extin¢do, Bencke e Droste (2008) obtiveram 100% de
germinacdo das sementes utilizando meio MS com 20 g L™ de sacarose e 4 g L™ de
phytagel.

Em estudos com Vriesea gigantea e V. philippocoburgii, Droste et al. (2005)
obtiveram diferentes taxas de germinacdo entre as espécies, sendo que a taxa de
V. gigantea foi superior a de V. philippocoburgii. Os autores afirmam que esse
desempenho diferencial das espécies enfatiza a importancia de pesquisas continuas para
que sejam estabelecidas as condi¢des in vitro ideais para as culturas especificas.

A viabilidade de sementes e as taxas de germinagdo e mortalidade estdo entre os
aspectos pouco estudados da reproducgdo e fertilidade das bromélias (BENZING, 2000;
MARTINELLI, 1997). Ha variacdo destes aspectos dentro da familia Bromeliaceae uma
vez que as espécies respondem de maneira diferente a estimulos de luz e temperatura
(DOWNS, 1963; BENZING, 2000). Assim, estudos sobre a germinagdo de sementes sao
importantes para fornecer informagdes uteis a tecnologia de sementes, para a
compreensdo da ecofisiologia das espécies vegetais (BORGHETTI; FERREIRA, 2004),
do ciclo biolégico e dos processos de estabelecimento da vegetacdo nativa, assim como

para a producio de mudas em viveiros (EDER-SILVA et al., 2008).

2.4.2. Propagacao vegetativa (assexual)

A propagacdo vegetativa em bromélias ocorre por separagdo de brotos laterais, os
quais sdo formados a partir de gemas axilares (BARACHO, 1997). Estes podem se
desenvolver a partir de tecidos meristematicospresentes nas axilas foliares, rizomas ou
estoldes, com estrutura e potencial de desenvolvimento similares ao meristema apical
(TAIZ; ZEIGER, 1991). Em Bromeliaceae, o propagulo vegetativo mais comum € o
rizoma caracterizado como caule subterraneo, que cresce abaixo da superficie do solo e
tem como fungdo proteger a planta de ambientes severos por armazenar nutrientes de

reserva. O rizoma ocorre em espécies como Aechmea aquilega, A. blancheteana,
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Hohenbergia catingae e Portea leptantha. Estoldes sdo caules que podem se formar
acima ou abaixo do nivel do solo e sdo comuns em Cryptanthus burle-marxii
(BARACHO, 1997).

Durante ou depois do florescimento as bromélias produzem um ou mais brotos
laterais, os quais se removidos da planta-mde, podem ser utilizados como mudas
(BARACHO, 1997; DE PAULA, 2000). Variacdes em relagdo ao tamanho e tipo de
propagulo sdo comuns entre as espécies de bromélias (SMITH; DOWNS, 1979;
BARACHO, 1997).

Como todo método de propagacdo, a propagagcdo vegetativa possui certas
vantagens, como a obtencdo rdpida de plantas adultas, propagacdo de hibridos que
dificilmente produzem sementes e, certamente, a obten¢do de plantas iguais a planta mae.
Entretanto ndo permite a obtencdo de grandes quantidades de mudas e ndo € possivel

obter variabilidade genética a partir de uma unica planta (DE PAULA, 2000).

2.4.2.1. Micropropagacao: escolha de explantes e dificuldades encontradas

A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacgdo, € a
aplicacdo mais pratica da cultura de tecidos, e aquela de maior impacto
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os primeiros estudos in vitro com bromélias datam do inicio dos anos 70 quando
Jones; Murashige (1974) fizeram culturas de pontas de raizes de Aechmea fasciata em
meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementados com ANA e AIB (dcido indol
3-butirico) e lograram a regeneracdo de plantas. Reguladores de crescimento utilizados
no meio de cultura para obteng@o de certa resposta morfogénica podem variar de acordo
com a espécie, tipo de explante, periodo de crescimento, entre outras caracteristicas
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

Muitas espécies de bromélias apresentam dificuldades para o estabelecimento in
vitro devido a forte domindncia apical (CLINE, 1994), caracteristica desta familia.
Assim, a escolha do explante € muito importante para o sucesso da introducdo in vitro
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

Explantes obtidos de culturas ja estabelecidas in vitro, como explantes de folhas,
tém sido utilizados por muitos pesquisadores (HOSOKI; ASAHIRA, 1980; CARNEIRO
et al., 1999). Estudos revelaram (MERCIER; KERBAUY, 1991; 1993) que o uso de
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folhas jovens como explantes produziram taxas de proliferacdo muito mais altas do que
as obtidas a partir de explantes de plantas ja4 maduras. Devido a presenca de meristemas
intercalares na base de folhas de monocotiledoneas que podem conter células
competentes para a re-diferencia¢do quando ativadas por sinais regulatérios, como fatores
de regulacdo de crescimento (ALVES; DAL VESCO; GUERRA, 2006), este tipo de
explante € uma boa escolha para inducio de brotos e posterior multiplicagdio (HOSOKI,;
ASAHIRA, 1980).

Alves et al. (2006), ao utilizarem folhas jovens de Vriesea reitzii como explantes
iniciais em meio MS com 20 mM de 2,4-D (4acido 2,4-diclorofenoxiacético) e 1mM de
Kin (cinetina), obtiveram taxas de inducdo de calos de 90,6 %. A subcultura desses calos
em meio MS com BAP, Kin e 2-iP (2-isopenteniladenina) proporcionou a regeneracio de
60 brotos por grama de calo. O desenvolvimento completo de plantas foi obtido a partir
da transferéncia desses brotos primeiramente para meio MS suplementado com 2,5 mM
de 2-iP e 0,5 mM de ANA e, posteriormente, para meio MS sem reguladores de
crescimento vegetal. A taxa de sobrevivéncia das plantas apds a aclimatizacdo foi de
90%.

Esse tipo de explante também foi utilizado com sucesso nos estudos de Vinterhalter
e Vinterhalter (1994) que obtiveram brotos adventicios a partir de calos induzidos de
explantes de folha de Aechmea fasciata.

Protuberincias com alto potencial regenerativo e similares ao descrito por Alves,
Dal Vesco e Guerra (2006) foram observadas na cultura de tecidos de V. reitzii (RECH
FILHO et al., 2005). E possivel que este padrio morfogenético seja caracteristico do
género Vriesea podendo ser observado também em outros géneros da familia
Bromeliaceae.

Arrabal et al. (2002) utilizaram d&pices caulinares de Cryptanthus sinuosus
(Bromeliaceae) de plantas com 4 a 6 meses de idade, sendo que os melhores resultados de
regeneracdo foram obtidos a partir de explantes introduzidos em meio MS liquido sem
horménio ou em meio suplementado com 2,2 mM de BAP e 0,05 mM de ANA, o que é
considerado vidvel para manter a estabilidade genética (PENCE, 1999).

Para Dyckia distachia, uma bromélia ameagada de extingdo, culturas de brotos
foram induzidas a partir de explantes de talos de flores (DAQUINTA; ALMEIDA;
GUERRA, 1998). No Brasil, a utilizacdo dessas técnicas para bromélias tém permitido a
micropropagacdo massal de Vriesea, Tillandsia, Neoregelia e Guzmania, além de outras

espécies, para o abastecimento do mercado da floricultura, prevenindo assim, o
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extrativismo (MERCIER; KERBAUY, 1995). Também foi obtida com sucesso a
propagacdo de Cryptanthus sinuosos (CARNEIRO et al., 1998), Ananas comosus
(GUERRA et al., 1999; DAL VESCO et al., 2001) e Vrisea friburgensis var. paludosa
(ALVES; GUERRA, 2001).

Santos (2009) verificou que a propagacdo em massa de Acanthostachys strobilacea
(Bromeliaceae) por segmentos nodais estiolados em meio MS diluido cinco vezes,
possibilita a otimizag@o da producio, ja que estes explantes possuem taxa de regeneracio
de 100 % na auséncia de reguladores de crescimento. Portanto as plantas cultivadas em
MS/5 (meio com dilui¢cdo de um quinto dos macronutrientes do meio MS), que promove
o crescimento da parte aérea, podem ser uma op¢do para propagacdo clonal ji que o
isolamento dos segmentos nodais € facilitado quando se utilizam caules alongados como
fonte de explante.

Uma 6tima alternativa para micropropagacao de bromélias, € a utilizacdo de dpices
caulinares de brotos laterais de rdpido crescimento geralmente produzidos durante ou
apds o florescimento. A oxidagdo e contaminacdo sdo freqiientemente reduzidas e a
dominancia apical é evitada. Depois da retirada do broto lateral da planta doadora, as
folhas sdo removidas e o explante consiste de segmento do dpice do caule, composto pelo
meristema apical vegetativo (0,05 a 1,0 mm), juntamente com os primérdios foliares e
folhas em desenvolvimento (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006; GUERRA;
NODARI, 2006). O explante € introduzido in vitro e geralmente cultivado sob condic¢des
de luz e em meio contendo citocininas, devendo as condicdes de cultivo ser definidas
conforme a espécie (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

Carneiro et al. (1999) mencionaram alta mortalidade de explantes e oxidagdao
quando brotos axilares de MNeoregelia cruenta foram utilizados em diferentes
combinagdes de reguladores de crescimento. A utilizacdo de meio liquido mostrou certa
eficiéncia na prevengdo da oxidacdo e na micropropagacio de Quesnellia quesneliana,
Vriesea poelmannii, Aechmea fasciata e Guzmania spp. (HOSOKI; ASAHIRA, 1980).

Apesar das vantagens que a técnica de micropropagagdo oferece, existem alguns
fatores que limitam a micropropagacdo de espécies vegetais. Dentre estes estdo as altas
taxas de oxidacio (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006), a qual € resultante da
liberagdo de compostos fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina pelo tecido
danificado (VAN WINKLE; JOHNSON; PULLMAN, 2003), o que compromete a

absorcdo de metabdlicos pelo explante. Outro fator limitante é a grande incidéncia de
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contaminagdo fingica e/ou bacteriana, proveniente do explante (contaminagdo
endofitica), ou do meio ambiente (LACERDA; LEMOS, 2008).

Comumente utilizam-se substincias antioxidantes em meios de cultura para reduzir
as taxas de oxidacdo, como acido ascérbico e carvao ativado. Ebert, Taylor e Blake
(1993) e Pan e Van Standen (1998) observaram que além de metabdlitos t6xicos, como os
fendlicos, o carvao ativado pode também absorver hormonios (auxinas e citocininas) e
produtos do metabolismo da planta (exudados). Alguns autores (MARKS; SIMPSON,
1990) relataram aumento do nuimero de explantes vidveis com a diminui¢do da
intensidade luminosa fornecida & planta doadora dos explantes. A auséncia de luz, ou a
baixa intensidade luminosa, limita a ativagdo de enzimas envolvidas na oxidagdo dos
compostos fendlicos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Segundo Azofeifa (2009),
existem outras alternativas para diminuir a oxidacdo, como a reducdo da temperatura da
sala de cultivo, menor concentragdo de sais no meio de cultura utilizado, uso de meio
liquido e trocas freqiientes de meio de cultura.

Um dos principios basicos para o sucesso da cultura de tecidos depende, em parte,
de medidas de controle e prevencdo da contamina¢ido microbiana (SILVA et al., 2003). A
assepsia do material vegetal é de fundamental importancia na micropropagagao e, sendo
efetuada com sucesso, evitard contaminag¢do no meio de cultura por fungos e bactérias,
que ocasionam perdas do material vegetativo e do meio de cultura (RODRIGUES et al.,
2003).

Os microrganismos que tém sido isolados com maior freqii€ncia sdo os fungos, as
leveduras e as bactérias (LEGGATT et al., 1988). Geralmente, fungos e leveduras
crescem bem nos meios de cultura utilizados para as plantas, podendo ter sua presenca
identificada logo no inicio do cultivo. Entretanto, os maiores problemas normalmente
estdo relacionados com as contaminacdes bacterianas, especialmente aquelas que
permanecem latentes in vitro (contaminacdo endofitica), ou seja, ndo apresentam
crescimento visivel no meio nem sintomas nos tecidos. Freqiientemente nao se evidencia
de imediato a presenca de bactérias nas plantas, sendo detectada somente apds algum
tempo de cultivo, geralmente quando um grande ntimero de plantas ja estd propagado.
Além disso, por serem de dificil visualizacdo, sdo facilmente transmitidas de um material
para outro durante a manipulagdo dos explantes Pereira, Mattos e Fortes (2003).

Quando as condi¢des do meio de cultura (nutri¢do, pH — potencial hidrogenionico)
tornam-se favordveis ao seu desenvolvimento, as bactérias passam a competir por

nutrientes minerais e carboidratos do meio de cultura (PEREIRA; MATTOS; FORTES,
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2003) comprometendo a multiplicacdo e o desenvolvimento da cultura, podendo levé-la
rapidamente a morte. Esta deterioracdo dos explantes esta relacionada com a producéo de
metabdlitos fitotoxicos pelas bactérias, tais como os dcidos lactico e acético, cianeto,
além de certos reguladores de crescimento e antibidticos (LEIFERT et al., 1991).
Portanto, € essencial o desenvolvimento de protocolos eficazes de assepsia dos explantes
a serem utilizados na micropropagagdo para obtencio de sucesso no processo como um
todo (PEREIRA; MATTOS; FORTES, 2003), considerando que a maior incidéncia de
contaminagdes ocorre na fase de estabelecimento do explante (PEREIRA; MATTOS;
FORTES, 2003). Braga, Sa e Mustafa (2001), por exemplo, observaram em experimentos
com bananeiras, que as perdas de explantes por contaminacdes na fase de
estabelecimento da cultura podem chegar a 75 %, o que pode comprometer a
multiplicacdo em nivel comercial por dificultar o término do processo de obtencdo da
muda.

Em laboratérios comerciais de micropropagacdo de plantas, Leifert et al. (1991)
identificaram 293 espécies de bactérias, das quais 13 % pertenciam ao género Bacillus.
As espécies deste género formam enddsporos resistentes ao etanol e ao calor, podendo,
inclusive, ser disseminadas pelo etanol utilizado na esterilizagdo dos instrumentos e
resistir a flambagem e a autoclavagem do meio de cultura, que € feita por 20 minutos a
110 °C (NANNETTI, 1994).

Do ponto de vista pratico, as culturas contaminadas devem ser autoclavadas e
descartadas. E necessdrio, no entanto, a busca por medidas de prevencgdo do surgimento
da contaminagdo, que podem ser obtidas através de tratamentos com o uso de antibidticos
e fungicidas no meio de cultura (PEREIRA; MATTOS; FORTES, 2003). Grattapaglia;
Machado (1998) citam que o antibidtico deve ser esterilizado a frio e adicionado ao meio
antes da sua solidificacdo, e também apresentar um amplo espectro de agdo. Os
antibiéticos mais usados em cultura de tecidos vegetais possuem acdo bacteriostatica e
nao bactericida (CARNEIRO et al., 2000).

Usualmente, essas substincias sdo incorporadas ao meio de cultura por periodos
que variam de dias a meses. Ressalta-se, entretanto, que o sucesso do trabalho com
antibidticos somente pode ser obtido apds o isolamento, identifica¢do e realizacdo de
testes de sensibilidade das bactérias. Por causa da fitotoxicidade e alto custo do
tratamento, os antibidticos devem ser utilizados apenas para contaminantes especificos
das culturas, pois somente as bactérias que estiverem dentro do espectro de acdo de cada

antibiotico serdo controladas (LEIFERT et al., 1991; TENG; NICHOLSON, 1997).
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Para contaminagdo fiungica recomenda-se o uso de benomyl (HALDEMAN;
THOMAS; MCKAMY, 1987) e o controle de bactérias enddgenas pode ser efetivado
através da ampicilina, carbecilina, rifampicina, trimetropina, polimixina e da cefotaxima,
em diferentes concentracdes (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998). Além disso, os pré-
tratamentos aplicados, a forma de manejo e a origem das plantas matrizes sao
determinantes para o controle da contaminagdo por microrganismos, principalmente
quando relacionada aos microrganismos endofiticos (NAKANO, 2008).

Existem na literatura varios estudos e experimentos envolvendo o processo de
assepsia realizada anteriormente a introdugdo do explante in vitro.

Pereira et al. (2009), trabalhando com &pices caulinares, gemas e segmentos foliares
de plantas mantidas em casa de vegetacdo (Canistropsis billbergioides e Pitcairnia
flammea) e apds o processo de assepsia tradicional, obtiveram 100 % de contaminagdo
para todos os tipos de explantes quando estes foram mantidos sob luz e 50 % de
contaminagdo dos explantes foliares quando foram cultivados no escuro. Gemas e
meristemas nao apresentaram sinais de contaminago, entretanto pdde-se notar sinais de
necrose tecidual.

Rodrigues (2005), trabalhando com dapices caulinares de Heliconia rauliniana,
obteve 66 % de explantes inoculados sem contaminagdo com o uso de 500 mg L' de
cefotaxima.

Por outro lado, existem as bactérias promotoras de crescimento, conhecidas na
literatura como “plant growth-promoting rhizobacteria” (PGPR), ou “rhizobacteria
promotora de crescimento de plantas” (RPCP), que colonizam diferentes orgdos das
plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas, podendo promover aumentos na
taxa de germinacdo de sementes, no desenvolvimento de 6rgdos, na producio de flores e
no rendimento das culturas em casa de vegetacdo e no campo (AMORIM; MELO, 2002;
DEY et al., 2004). Durante a micropropagacao, a bacterizacdo de plantas com RPCP tem
sido recomendada para aumentar a tolerincia a estresses bidticos e abidticos, induzindo
alteracdes no metabolismo e no desenvolvimento vegetal. Essas alteracdes podem se
traduzir em promocdo de crescimento e aumento da resisténcia a patégenos no

transplante (NOVAK, 1998, SRINATH; BAGYARAJ; SATYANARAYANA, 2003).

2.4.2.1.1. Meios de cultura e nutri¢ao mineral in vitro
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O meio de cultura mais comumente utilizado, em 50 a 75 % dos casos, para
micropropagacdo de plantas é o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), formulado
inicialmente para cultura de calos de tabaco. Mas, de acordo com Gerald (1995), nédo
existe uma unica férmula capaz de promover e/ou manter o crescimento Otimo de
diferentes tecidos.

Apesar do meio MS néo ser 6timo para muitos tecidos, ele permite o crescimento
podendo assim servir como ponto de partida para o aprimoramento e adaptacdo de meios
para determinadas espécies e objetivos do cultivo in vitro (NIEDZ; EVENS, 2007), uma
vez que a composicao mineral ideal nos meios de cultura varia em funcdo da espécie
(WILLIAMS, 1991; GONCALVES et al., 2005), da origem do explante (TOMBOLATO,
1998) e entre os diferentes estdgios de formagdo de 6rgdos e tecidos meristematicos e
crescimento das plantas (DINIZ et al, 1999; RAMAGE; WILLIAMS, 2002;
KANASHIRO et al., 2009).

Assim, € importante a escolha do meio de cultura mais adequado para a espécie a
ser micropropagada (NIEDZ; EVENS, 2007), uma vez que entre os fatores que
influenciam no crescimento in vitro da planta, os nutrientes desempenham importante
papel, pois sdo essenciais ao desenvolvimento da planta por serem componentes
estruturais dos 4cidos nucléicos, aminoacidos, pigmentos, parede celular além de regular
reacOes enzimaticas, atuar na regulacdo osmética, entre outros (MONTEIRO et al., 2000;
NIEDZ; EVENS, 2007). Uma vez que o crescimento do tecido, a extensdo e qualidade
das respostas morfogenéticas sdo fortemente influenciadas pelo tipo e concentragdo dos
nutrientes fornecidos (NIEDZ; EVENS, 2007), a deficiéncia de algum nutriente (macro
ou micronutreinte) nas plantas pode causar desordem no metabolismo (MONTEIRO
et al., 2000; NAS; READ, 2004). Sendo assim, o suprimento de macro e micronutrientes
para meio de cultura é uma parte essencial dos sistemas de cultivo in vitro
(KANASHIRO et al., 2009).

Além disso, plantas crescidas in vitro diferem, com relacdo a nutricdo, notadamente
daquelas crescidas in vivo (GRIBBLE et al., 2002; KANASHIRO et al., 2009). A maior
diferenca estd relacionada com a interface planta/nutriente. O sistema radicular de plantas
crescidas in vivo provém uma grande drea superficial e permite uma absorcdo mais
efetiva dos minerais. Plantas provenientes do ambiente in vitro geralmente possuem
sistema radicular pouco desenvolvido e dependem de células ndo especializadas para
absorcao dos nutrientes (LEIFERT; MURPHY; LUMSDEN, 1995). Ademais, o ambiente

€ fornecedor de nutrientes através da mineralizacdo da matéria organica e trocas iOnicas
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na solucdo do solo. Assim, plantas crescidas in vivo t€m um suprimento relativamente
continuo de nutrientes enquanto que in vitro, o meio de cultura contém uma concentragdo
definida destes e que somente sdo repostos quando as culturas sdo subcultivadas para
meio novo. Enquanto existem diferencas fundamentais entre plantas provenientes de
condicdes in vitro ou in vivo, os principios basicos de absorcdo e transporte dos minerais
sdo os mesmos (LEIFERT; MURPHY; LUMSDEN, 1995; WILLIAMS, 1995).

Um ponto importante levantado por Williams (1995) é que deve ser feita uma
distin¢do entre o esgotamento dos nutrientes no meio de cultura e a deficiéncia para a
cultura. A taxa de absorcdo de um determinado {on pode ser maior do que sua exigéncia
nutricional. Como resultado, determinados fons podem se acumular na cultura,
permitindo crescimento continuo e possivelmente afetando o desenvolvimento
(WILLIAMS, 1995). Poucos estudos envolvendo absor¢do dos nutrientes, seu transporte
e metabolismo in vitro tém sido desenvolvidos (RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

Em cultura de tecidos, a principal fonte de todos os nutrientes do meio de cultura é
uma mistura de sais minerais, que inclui os macro e micro nutrientes fornecidos
juntamente com uma fonte de carbono, geralmente a sacarose, vitaminas, aminoacidos e
reguladores de crescimento vegetal (RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

Monteiro et al. (2000) basearam-se nas propor¢des dos elementos encontradas em
plantas saudaveis crescidas in vitro para determinar uma composicido adequada no meio
de cultura para maracujazeiro. Esta metodologia também foi avaliada por Higashi (1996)
para eucalipto e por Diniz (1996) para bananeira, com sucesso. Para a utilizacio desses
métodos, entretanto, € preciso levar em conta que o conteido mineral de uma planta é
influenciado por sua idade (MARSCHNER, 1995).

A composi¢do de um meio de cultura deve levar em conta os seguintes itens: a) a
formulag@o deve refletir o contetddo elementar dos organismos; b) os elementos devem
estar presentes em uma forma molecular ou idnica que pode ser absorvida e metabolizada
pelos organismos; c) para preparacdo laboratorial é conveniente que o nimero de
reagentes quimicos a ser utilizado para compor a mistura seja o menor possivel; e d) para
produgdes em grande escala e aplicagdes comerciais € preferivel que o custo dos vérios
constituintes do meio de cultura seja o menor possivel (SPAARGAREN, 1996). O meio
liquido € algumas vezes utilizado como forma de reduzir esses custos e o periodo de
tempo nas culturas, além da maior facilidade na troca do meio (ALVARD et al., 1993).

Alguns autores defendem que o agente solidificante dgar, quando presente no meio de
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cultura, altera a disponibilidade de dgua e nutrientes € muda a composicdo quimica do
meio, conforme o teor de impurezas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Apesar da importancia da nutri¢do mineral no crescimento in vitro de mudas, ainda
sao necessarios estudos relacionados a aquisic@o ou uso eficiente destes nutrientes, ou do
efeito dos nutrientes na morfogénese (RAMAGE; WILLIAMS, 2002; KANASHIRO
et al., 2009). Presume-se que os componentes minerais do meio de cultura desenvolvem
um papel essencial no processo de regeneracdo. Entretanto, estudos recentes sugerem
uma complexa rede de interacdes entre o explante e o meio de cultura (WILLIAMS,
1993; 1995). Além disso, Preece (1995) afirmou que com a composicido ajustada dos
componentes minerais no meio de cultura, pode ser possivel reduzir as concentracdes dos
reguladores de crescimento vegetais.

Neste contexto, sdo necessdrias pesquisas no sentido de analisar a utiliza¢do dos
nutrientes durante o crescimento e multiplicagdo das plantas in vitro, de forma que a
quantidade fornecida no meio ndo seja um fator limitante ao desenvolvimento do vegetal
e que também ndo seja excedente. No cultivo in vitro, as quantidades de nutrientes
fornecidas e o balango dos mesmos, sdo fatores determinantes na sua utilizacdo pelas
plantas (DINIZ et al., 1999).

Embora existam muitos relatos sobre adequac@o de meios de cultura, os objetos de
estudo mais freqiientes envolvem o tipo de regulador de crescimento e concentracdo do
mesmo, enquanto pouco tem sido feito com relacdo a nutricdo mineral in vitro, como
ocorre com as bromélias (ENDRES; MERCIER, 2001; NIEVOLA; MERCIER;
MAJEROWICZ, 2001).

Apesar de ja terem sido definidos meios especificos para algumas espécies, como
para oliveira (COZZA et al.,, 1997), eucalipto (GRIBBLE et al,, 2002) e macieira
(SOTIROPOULOS, 2007), a existéncia de 14 elementos minerais essenciais e que
interagem entre si, dificulta a formulacdo de novos meios ideais para cada espécie (NAS;
READ, 2004; NIEDZ; EVENS, 2007).

Para bromelidceas em geral, o meio MS com metade da concentragdo de
macronutrientes apresenta bons resultados (GROSSI, 2000), embora alguns autores
recomendem a utilizagdo do meio Knudson (KNUDSON, 1946) pela maior concentracio
de fosforo (MERCIER; KERBAUY, 1991; 1993).

A nutricdo mineral dos membros epifitas da familia Bromeliaceae estd entre os
aspectos menos conhecidos, porém mais importantes para a adaptacdo a ambientes com

baixa disponibilidade de nutrientes. A existéncia de representantes no dossel seco e pouco



37

fértil indica que, além de outras capacidades, as bromélias e outras plantas de habitat
similar possuem mecanismos incomuns de absor¢do de nutrientes obtidos de fontes pouco
nutritivas de modo que possam utilizar o substrato limitado com elevada eficiéncia
(BENZING; RENFROW, 1980).

Para todas as epifitas, a literatura indica que a dgua da chuva é uma fonte
significativa de varios nutrientes (TUKEY, 1970), pois atua como um veiculo de sais
inorginicos e moléculas organicas, incluindo compostos nitrogenados lixiviados da
planta hospedeira. Além disso, Benzing (1976) mostrou que pequenas moléculas
organicas contendo nitrogénio podem ser absorvidas pelos tricomas de Bromeliaceae.

Sabe-se que nas plantas epifitas as raizes servem, principalmente, para fixacdo da
planta ao hospedeiro, ficando a cargo das folhas a nutri¢ao da planta (REITZ, 1983).
Porém, em algumas pesquisas, avaliando-se os efeitos da absorcdo de nutrientes pelas
raizes e folhas, observou-se que, em algumas espécies, mesmo sendo epifitas como
Aechmea fasciata (KAMPF, 1994) e Vriesea fosteriana (NIEVOLA; MERCIER, 1996),
as raizes contribuem significativamente para a nutricdo da planta, atuando na absorcéo de
nutrientes (AMARAL et al., 2009).

Poucos estudos envolvem a nutricdo mineral de bromélias epifitas in vitro. Aranda-
Peres et al. (2009) estudaram o crescimento de plantas de trés espécies de Vriesea
(V. hieroglyhica, V. unilateralis, ¢ V. friburguensis) em tr€s meios de cultura MS
modificados (M2, M3 e M4) com diferentes composi¢des minerais, sendo que a principal
diferenca entre eles foi a concentragdo de célcio (3,0, 6,0 e 12,0 mM, respectivamente).
As plantas cultivadas no meio M4 apresentaram actiimulo significativamente maior de
massa fresca e seca, indicando um maior crescimento das mesmas. Como espécies do
género Vriesea apresentam um crescimento muito lento e algumas estdo ameagadas de
extingdo, esse jd é considerado um grande avango na propagacdo das mesmas. Entretanto,
resultados obtidos pelos mesmos autores para os demais nutrientes € comparando-os aos
niveis de nutrientes recomendados pela literatura (MILLS; JONES, 1996), observou-se
em plantulas cultivadas neste meio que os niveis de Mg (magnésio) e Cu (cobre) ainda
apresentam-se em baixa concentracdo, enquanto que Fe (ferro) e N (nitrogénio) nas
folhas das espécies de Vriesea estudadas no referido trabalho apresentam-se em excesso.

A maioria dos estudos encontrados na literatura aborda a importancia do nitrogénio.
O nitrogénio € constituinte de muitos componentes da célula vegetal, como aminoacidos,
proteinas e &cidos nucléicos (TAIZ; ZEIGER, 1991). O crescimento das plantas €

fortemente influenciado pela concentracdo e formas de nitrogénio presente no ambiente,
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sendo que NHy" e NO;? sdo as principais formas absorvidas pelas plantas. Assim, a
maioria dos estudos existentes nesse contexto envolve a absor¢io e assimilacdo destes
dois fons (ENDRES; MERCIER, 2003), embora as plantas absorvam também nitrogénio
organico - uréia e aminodcidos (ENDRES; MERCIER, 2001). A deficiéncia em
nitrogénio exerce importante efeito sobre o aparato fotossintético, limitando a biossintese
e quantidade de clorofila e da RUBISCO, e, conseqiientemente, diminuindo a fotossintese
das folhas (ENDRES; MERCIER, 2001).

Ha evidéncias de que o nitrogénio também pode afetar os niveis de hormdnios.
A propor¢do de NO;: NH," ndo promoveu efeito significativo nos niveis de citocinina
em exudatos do xilema de plantas de gergelim (Sesamun indium L.) (ALI et al., 2000);
enquanto que os niveis de citocininas no xilema de porta-enxertos de macieira se
tornaram maiores com fornecimento apenas de NH4" e ndo de NOs;” (BUBA'N et al.,
1978; MERCIER et al., 1997; ENDRES; SOUZA; MERCIER, 2002).

Em um meio de regeneracdo tipico, o nitrogénio é geralmente fornecido como
nitrato e amoénia (RAMAGE; WILLIAMS, 2002). Nitrato tem sido considerado a
principal forma de nitrogénio na cultura de tecidos vegetais (SATHYANARAYANA,;
BLAKE, 1994) e em virios estudos poderia servir como Unica fonte de nitrogénio para
morfogénese (COUSSON; VAN THANH TRAN, 1993; RAMAGE, 1999). Scheible
et al. (1997a; 1997b) apresentaram evidéncias convincentes do papel do nitrato na
regulacdo do desenvolvimento da planta.

Certas bromélias, como Pitcairnia flammea, ndo sobrevivem na presenca de
concentragdes de nitrato maiores que 4,0 mM (NIEVOLA, 1997). Da mesma forma, a
espécie Aechmea nudicaulis apresentou, em estudo realizado por Grossi (2000), maior
crescimento na concentragdo de 7,5 mM (105 mg L") de nitrogénio, ou seja, quantidades
bem inferiores aquelas presentes na formulacdo do MS original. A utilizac@o de dilui¢des
dos macronutrientes do meio MS tem propiciado o desenvolvimento satisfatério de varias
espécies vegetais, dentre elas, de algumas bromélias (MERCIER; KERBAUY, 1992;
MERCIER; KERBAUY, 1994; VINTERHALTER; VINTERHALTER, 1994; PICKENS
et al., 2003).

Em estudo desenvolvido por Endres e Mercier (2001) com abacaxizeiro (Ananas
comosus), o crescimento das plantas respondeu linearmente ao aumento da concentracio
de nitrogénio no meio de cultura (0, 1, 5, 10, 20 e 50 mM) ndo havendo diferenca entre
uréia ou nitrato. Algumas plantas, entretanto, apresentaram necrose com concentracdes de

50 mM de NH4" no meio, enquanto que o mesmo ndo ocorreu quando a fonte de
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nitrogénio empregada era uréia. O fato de o crescimento desta bromélia ter sido
estimulado em concentragdes altas deste nutriente pode refletir uma adaptagcdo desta
Bromeliaceae ao ambiente terrestre no qual o nitrogénio € relativamente mais abundante
quando comparado ao epifita. Por outro lado, plantas de V. gigantea, uma espécie epifita
de crescimento lento e exposta a uma constante deficiéncia nutricional em seu habitat
natural mostraram-se mais eficientes em absorver o nitrogénio e atingiram seu potencial
maximo sob menores concentragdes deste elemento (ENDRES; MERCIER, 2001).

Nievola, Mercier e Majerowicz (2001) afirmam que o crescimento de bromélias
ndo foi favorecido quando NOj foi fornecido como tinica fonte de nitrogénio em culturas
assépticas quando em comparac¢do com seu fornecimento juntamente com NH,*, quando
houve incremento significativo no acimulo de matéria fresca e seca.

Os outros macronutrientes apresentam func¢des bioquimicas diversas. O potdssio
desempenha importante papel na regulacdo osmotica das células e é necessario para a
ativacdo de enzimas envolvidas na respiracdo e na fotossintese. O célcio € constituinte
das paredes celulares, € utilizado durante a divisdo celular e exerce o papel de mensageiro
secunddrio em vdrias respostas da planta. O fésforo é componente das membranas
celulares, de nucleotideos do ATP (adenosina trifosfato) e dos acidos nucléicos. O
enxofre é constituinte de vdrias coenzimas e vitaminas essenciais no metabolismo e é
encontrado em dois aminodcidos (cisteina e metionina) (TAIZ; ZEIGER, 1991). Um
desequilibrio nutricional pode ter um efeito negativo na morfogénese (RAMAGE,;
WILLIAMS, 2002).

O Mg** é o cétion bivalente mais abundante no citossol das células vegetais ¢ é
exigido para o funcionamento de vérias enzimas, incluindo a RNA (4dcido ribonucléico)
polimerase, proteinas quinases, fosfatases, glutationa sintetase e carboxilases. Sua funcdo
em plantas, bem como em animais, estd relacionada com sua capacidade de interagir com
ligantes nucleofilicos. E o dtomo central da molécula de clorofila (DINIZ et al., 1999)
Enzimas chave dos cloroplastos sao fortemente afetadas por variagdes minimas nos niveis
de Mg2+, evidenciando sua importincia na manuten¢do da homeostase celular nas plantas
(SHAUL, 2002). Este elemento também facilita a absorcdo radicular de outros elementos,
principalmente do potdssio (MALAVOLTA, 1980).

Veliky et al. (1976), utilizando cultura de suspensdes celulares de Ipomoea sp.,
demonstraram que a absorcdo do magnésio aumentou quando uma maior quantidade

deste se encontrava no meio e quando o pH era mais alto. A absor¢cdo de magnésio pelas
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plantas em condi¢des de campo também € influenciada pelo pH e pela quantidade de
calcio no solo (MARSCHNER, 1995).

Com relagdo aos micronutrientes, existem poucos estudos sobre o papel destes
embora alguns micronutrientes sejam responsdveis por aumentar significativamente a
regeneracdo in vitro (RAMAGE; WILLIAMS, 2002). A planta deve entdo equilibrar a
absorcdo, utilizagdo e actimulo destes metais a fim de manter a homeostase (GROTZ;
GUERINOT, 2006). Por exemplo, um nivel elevado de Cu,SO4 no meio de cultura
otimizou a regeneracdo de brotos a partir de calos de trigo e em discos de folha de tabaco
(PURNHAUSER; GYULIA, 1993), sendo que o cobre estd associado a enzimas
envolvidas em reacdes redox. O boro tem fungdes relacionadas ao alongamento celular,
sintese dos 4cidos nucléicos e respostas hormonais. Os fons de manganés sdo
responsdveis pela ativacdo de enzimas do ciclo de Krebs. O zinco também estad envolvido
com a ativagdo de enzimas e estd envolvido com a biossintese de clorofila em algumas
plantas. (TAIZ; ZEIGER, 1991).

O ferro tem importante papel como componente de enzimas que participam das
reacoes redox, como os citocromos (TAIZ; ZEIGER, 1991). A defini¢do precisa do papel
do ferro é complicada devido a interacdo entre o ferro e outros micronutrientes. Por
exemplo, o excesso de manganés pode causar uma deficiéncia induzida de ferro enquanto

que o excesso de ferro pode reduzir a absor¢ao de manganés e zinco (WILLIAMS, 1995).

2.4.2.1.2. Aclimatizacao e cultivo em casa de vegetacao

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o sistema de micropropagacdo ¢é
composto de trés estagios, como ja foi mencionado, sendo que o estigio III envolve a
transferéncia de plantas micropropagadas in vitro para meio de enraizamento e
subseqiiente transplantio das mesmas para substrato ou solo. Este processo é chamado de
aclimatizag@o e se constitui em uma fase critica e, muitas vezes, em um fator limitante do
processo de micropropagagdo, sendo uma importante etapa na formacdo de mudas de
qualidade (BANDEIRA et al., 2007). Isso ocorre, pois as mudas propagadas por técnicas
de micropropagacido geralmente apresentam alteracdes significativas causadas pelas
condicdes in vitro, as quais diminuem a capacidade de sobrevivéncia apés a transferéncia
para condi¢des ambientais ex virro (DOUSSEAU et al., 2008). A presencga de estdmatos

ndo funcionais e de parénquima palicddico pouco desenvolvido € citada como a principal
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causa da mortalidade de plantas transferidas do ambiente in vitro para ex vitro
(HAZARIKA , 2006).

Segundo Hazarika (2006), o ambiente in vitro se caracteriza como um ambiente
estdvel, saturado em umidade, protegido, estéril, de baixa irradiancia (12 a 70 mmol m?
sl), temperatura relativamente alta e constante (20 a 28 °C), reduzidas trocas gasosas entre
os recipientes e a atmosfera externa (CALVETE et al., 2002), além das elevadas
concentragdes de carboidratos e reguladores de crescimento no meio de cultura
(POSPfSILOVA et al., 1999). A transferéncia das plantas para um ambiente instdvel, ndo
estéril e com umidade reduzida, pode resultar na morte das plantas, baixas taxas de
crescimento e longos periodos para obtencdo de plantas completamente aclimatadas
(BANDEIRA et al., 2007). Além disso, a planta passa de uma condi¢do heterdtrofa para
autétrofa, podendo sofrer estresse fisiolégico (BANDEIRA et al., 2007). A existéncia de
poucos estudos neste assunto agrava esse quadro (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Devido a plasticidade fenotipica das plantas (BARBOZA et al., 2006) durante o
processo de aclimatizacdo, as plantas apresentam alteragdes graduais na morfologia externa
e interna dos sistemas radicular e aéreo, de modo a se adaptarem ao ambiente externo
(SUTTER; SCHAKEL 1992). Essas adaptagcdes sdo mais expressivas no sistema aéreo,
principalmente nas folhas (EHRENDOREF, 1973; SUTTER; HUTZELL, 1984).

Por esta razdo, uma alternativa para aprimorar a eficiéncia da aclimatizagdo € a
exposicdo gradual das plantas a maiores temperaturas e irradidncia e menor umidade
relativa, caracteristicas do ambiente ex vitro, a fim de que estas alteragdes se concretizem,
aumentando assim as chances de sobrevivéncia das plantas (CAMPOSTRINI; OTONI,
1996; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Com relacdo as bromélias, as plantas derivadas de cultivo in vitro, geralmente sdo
aclimatizadas em bandejas de pldstico em camara de nebuliza¢do, na qual a umidade vai
sendo diminuida gradualmente. Depois, sdo transferidas para uma estufa e quando bem
desenvolvidas sao plantadas em vasos, observando-se alta taxa de sobrevivéncia durante
a aclimatizacdo (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

As bromélias s@o sensiveis a quantidades de dgua excessivas em seu sistema
radicular. Deste modo o regime de irrigacdo e de substratos em vaso é de extrema
importancia. Sob altas temperaturas, a nebulizacdo de dgua sobre a superficie das folhas é
o melhor método para a irrigagéo, principalmente para espécies de Tillandsia adaptadas a

ambientes com baixa umidade (DE PAULA, 2000).
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Na produgdo comercial de bromélias utiliza-se preferencialmente a irrigacdo por
nebulizacdo ou por sistemas mistos. A irrigacdo por gotejamento dificulta uma
distribuicdo uniforme de 4dgua e é recomendada apenas para menores produgdes. A
circulagdo de ar na estufa ¢ também um fator importante (ARANDA-PERES;
RODRIGUEZ, 2006).

Os substratos sdo geralmente compostos de materiais sélidos, distintos do solo,
constituidos de sustincias naturais, residuais, minerais ou organicas, os quais misturados,
ou puros, sao utilizados para fixag@o do sistema radicular nas bandejas, vasos ou terragos,
dando suporte as plantas (CADAHIA, 1998). Agem diretamente em termos da arquitetura
do sistema radicular, do estado nutricional, ou do movimento de 4gua. Varia¢des na
composicdo do substrato para dadas espécies devem ser feitas com cuidado a fim de
evitar perdas significativas na produg¢do comercial de plantas (ARANDA-PERES;
RODRIGUEZ, 2006). A procura por novos substratos, de baixo custo, alta
disponibilidade e adequados para cada cultivo tem sido tema de vérios estudos (FONTES
et al., 2004). O substrato é geralmente definido de acordo com as propriedades fisicas das
misturas e disponibilidade do material (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006) e,
segundo Minami (1995) deve ser estéril, com alta capacidade de retencdo de dgua e sem
impurezas quimicas. O substrato representa apenas 3% do custo total da produgdo de
plantas ornamentais, entretanto a utilizacdo do substrato adequado pode aumentar o valor
comercial da planta em 10 a 30%. Entre os materiais mais utilizados estdo a turfa,
compostos orginicos e residuos de agroindistria como: cascas de amendoim, de arvores,
bagaco de cana, fibra de coco, entre outros (KAMPF, 1993).

Estudos feitos por Aranda-Peres (2005) indicaram que as espécies Aechmea
nudicaulis e A. distichantha apresentam diferentes necessidades em relacio aos substratos
para cada fase de crescimento. De maneira geral, os substratos que se mostraram mais
adequados para estas espécies foram: casca de pinus + argila expandida + turfa (3:2:1),
fibra de cdco + casca de arroz carbonizada + turfa (3:2:1) e o substrato comercial
Plantmax ® HT, possivelmente devido a pequena retengdo de 4gua nos vasos.

Em estudo realizado com aclimatizacdo de plantulas de abacaxizeiro, por Souza
Junior et al. (2001), a maior taxa de sobrevivéncia se deu quando as plantulas foram
transplantadas em Plantmax® ou em mistura areia/xaxim/hiimus promovendo também
melhores taxas de crescimento e desenvolvimento das plantulas, sendo que a utilizag@o de
areia como substrato comprometeu totalmente a sobrevivéncia das plantas. Estes

resultados sdo similares aos apresentados por Fauth et al. (2004), em que substratos
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compostos por solo + areia + xaxim + turfa e solo + areia + xaxim + hdmus
proporcionaram maior crescimento do sistema radicular.

Em trabalho desenvolvido por Rech Filho et al. (2005) observou-se 100% de
sobrevivéncia, apds nove semanas de cultivo, de mudas de Vriesea reitzii aclimatizadas
em bandejas contendo substrato de casca de arroz e turfa (1:1) e mantidas em estufas.

A maioria das bromélias ndo requer altos niveis de fertilizantes. Sdo plantas de
crescimento lento, com metabolismo CAM e sido consideradas muito eficientes em
termos de absorcdo de nutrientes do ambiente e deposi¢do de detritos em suas folhas e
tanques. Na producdo comercial, a utilizacdo de substratos acrescidos com fertilizantes ou
a distribuicdo de fertilizantes na superficie do substrato é uma pratica comum, sendo que
diferentes formulacdes devem ser utilizadas de acordo com o estdgio de vida da planta:
durante o crescimento vegetativo sdo recomendados niveis mais altos de nitrogénio,
enquanto que durante o florescimento sdo requeridos niveis mais altos de fosfatos
(ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

Produtores de bromélias geralmente diminuem a intensidade luminosa nas estufas
utilizando diferentes tipos de sombrites. Intensidades luminosas altas ou baixas podem
comprometer o desenvolvimento ou qualidade das bromélias, bem como influenciar a
coloracdo das folhas: ambientes com baixa intensidade luminosa produzem folhas mais
escuras e largas a fim de aumentar a absorcdo luminosa para a realizacio da fotossintese,
enquanto que ambientes mais claros tendem a produzir folhas menores, em tons amarelos

e marrons para controlar a perda de 4gua (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006).

2.5. Caracteristicas morfo-anatomicas de plantulas e folhas

A descricdo e estudo da morfo-anatomia de sementes e de partes das plantulas
fornece base para vérias dreas de estudos: paleobotanica, arqueologia, fitopatologia,
estudo de comunidades vegetais, identificacio e diferenciacio de espécies,
reconhecimento da planta no campo, taxonomia e na andlise de sementes para agricultura
e horticultura, cujos processos envolvem conhecimentos de fisiologia vegetal (GUNN,
1972; BRAVATO, 1974; BELTRATI, 1994). As sementes possuem caracteristicas
basicas para a identificagdo de familias, géneros ou até mesmo espécies e seu estudo €
importante para o plantio de espécies e a produ¢do de mudas visando a recuperacdo de

dreas degradadas e 2 manutencao da biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2006).
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O conhecimento da morfologia das sementes e do desenvolvimento pds-seminal
contribui, ainda, para auxiliar andlises de germinagdo e conservacdo de sementes
(ANDRADE et al., 2003), uma vez que a emergéncia e o estabelecimento das plantulas
sdo fases criticas no ciclo de vida das plantas (MELO et al., 2004), além de contribuir
para a diferenciacdo de grupos taxondomicos (PEREIRA et al., 2008) e contribuir para o
conhecimento global da espécie (PAOLI; BIANCONI, 2008).

Na familia Bromeliaceae, estudos morfo-anatomicos de plantulas e sementes tém
sido realizados. Mantovani e Iglesias (2005), trabalhando com Aechmea nudicaulis,
Neoregelia cruenta (Bromelioideae) L. B. Smith e Vriesea neoglutinosa Mez
(Tillandsioideae), estudaram as primeiras fases da vida destas plantas objetivando a
compreensdo do estabelecimento das mesmas em seu habitat natural levando em
consideracdo o aparecimento de escamas em plantulas provenientes de sementes ou de
reproducdo assexuada. Os autores constataram que a germinacdo iniciou-se com a
extrusdo da radicula, cerca de trés dias ap6s a embebidagdo, em todas as espécies, seguida
da extrusdo da plimula e extensdo da plimula e extrusdo da segunda folha, ao redor dos
15 dias. Nas plantulas provenientes de sementes, ndo foram detectadas escamas até 17
dias apds a embebicdo. J4 as plantas provenientes de rametes, apresentaram escamas com
desenvolvimento completo nos primérdios foliares. Os autores inferem que esse fato
acarreta em alta probabilidade de estabelecimento destas espécies por via vegetativa.

Scatena et al. (2006) descreveram o desenvolvimento pés-seminal de espécies de
Tillandsia com o objetivo de compreender a propagacdo destas plantas e, assim, fornecer
subsidios para seu cultivo comercial. Os autores verificaram que a germinagdo iniciou-se
cerca de 20 dias ap6s a embebicdo, com a extrusdo do cotilédone haustorial. Com a
emissdo da segunda folha que sobrepde a primeira folha, ocorre a formagdo de um
pequeno tanque que acumula dgua e detritos. Nao ocorre a emissdo de catafilo ou raizes
primdrias.

Visando o fornecimento de informagdes para fins taxondmicos, ecoldgicos e de
tecnologia de sementes, Pereira et al. (2008), realizaram a descri¢do morfo-anatdmica do
desenvolvimento pds-seminal de seis espécies de Bromeliaceae pertencentes as trés
subfamilias:  Pitcairnia  encholirioides,  Dyckia  pseudococcinea  (subfamilia
Pitcairnioideae),  Vriesea  heterostachys,  Alcantarea  imperialis  (subfamilia
Tillandsioideae), Aechmea blanchetiana e  Wittrockia gigantea  (subfamilia
Bromelioideae). Todas as espécies apresentam germinagdo epigea e plantulas

criptocotiledonares. Os autores afirmam que os caracteres mais importantes encontrados
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para fins de diferenciacdo de gé€neros e subfamilias de Bromeliaceae sdo os apéndices
seminais, a forma e tamanho da bainha cotiledonar, hipocétilo e raiz primaria.

Silva (2009), com objetivos taxondmicos e para compreensdo das adaptacdes das
plantas ao hdbito epifita, caracterizou o desenvolvimento pds-seminal de Aechmea
bromelifolia, A. castelnavii, A. mertensii (Bromelioideae); Dyckia duckei, D. paraensis,
D. racemosa (Pitcairnioideae); Tillandsia adpressiflora, T. didistachae ¢ T. paraensis. A
autora observou que todas as espécies apresentaram germinacdo epigea e
desenvolvimento das plantulas criptocotiledonar. Os representantes das sub-familias
apresentam diferentes caracteristicas seminais: mucilagem em Bromelioideae, alas
membrandceas em Pitcairnioideae e apéndices plumosos em Tillandsioideae. As plantas
da primeira e segunda sub-familias iniciam a germina¢@o com a extrusio da raiz primdria
enquanto que os representantes de Tillandsioideae o fazem com a extrusio do cotilédone.

Pereira et al. (2009), descreveram o comportamento germinativo de duas
Bromeliaceae rupicolas, Alcantarea imperialis (Carriere) Harms e Pitcairnia flammea
Lindl. e duas epifitas, Vriesea heterostachys (Baker) L. B. Sm. e Vriesea penduliflora
L. B. Sm. buscando relacionar as caracteristicas encontradas com a preferéncia pelos
habitats epifitico ou rupestre.

Assim como a morfo-anatomia do desenvolvimento pés-seminal, estudos morfo-
anatomicos de folhas de Bromeliaceae t€m sido realizados com diferentes propdsitos.

Silva (2009) trabalhou com Aechmea bromeliifolia, A. castelnavii, A. mertensii
(Bromelioideae); Dyckia duckei, D. paraensis, D. racemosa (Pitcairnioideae); Tillandsia
adpressiflora, T. didistachae e T. paraensis (Tillandsioideae) coletadas na regido
amazonica (MT), visando a caracterizacdo anatomica foliar para contribuir com a
taxonomia de Bromeliaceae e evidenciar estratégias adaptativas do grupo, uma vez que a
adaptacdo de uma planta ao ambiente no qual se encontra pode acarretar em alteracoes
importantes na morfologia interna e externa, sendo estas mais proeminentes nas folhas
(SUTTER; HUTZELL, 1984). A autora encontrou caracteristicas exclusivas em cada
sub-familia: as espécies de Pitcairnioideae apresentam células braciformes
isodiamétricas, as plantas de Bromelioideae apresentam calulas braciformes estreladas,
estdmatos situados ao mesmo nivel ou abaixo do nivel da epiderme e mesofilo com fibras
extravasculares e os representantes de Tillandsioideae tém células braciformes alongadas
e escamas distribuidas aleatoriamente.

Proenca e Sajo (2007) estudaram as folhas de representantes das trés subfamilias

encontradas em remanescentes de cerrado do estado de Sao Paulo, como tentativa de
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compreender as diversas adaptagOes existentes nos representantes de Bromeliaceae deste
bioma. Os autores verificaram que em Bromelioideae os estomatos estdo situados em
nivel abaixo da epiderme e a presenga de parénquima aqiiifero, hipodermee canais de
aera¢do. Em Pitcairnioideae, a estrutura das folhas é bem semelhante a da primeira
subfamilia, mas os estdmatos encontram-se elevados com relagdo ao nivel da epiderme.
Em Tillansdioideae o mesofilo € mais compacto, as folhas sdo anfiestomdticas e
densamente recobertas por escamas.

Também com o objetivo de compreender a adaptabilidade de bromélias, Gonzaga
e Castro (2008) descreveram a anatomia foliar de Tillandsia spp verificando a presenca
de hipoderme mecéanica e aqiiifera, epiderme unisseriada, escamas peltadas recobrindo os
estdmatos, canais de aeracdo, feixes vasculares com fibras pericilcicas. Estas sao
caracteristicas ditas xeromorfas e de adaptabilidade a ambientes com estresse de dgua e
temperaturas elevadas.

Scatena e Segecin (2005) com objetivos de fornecer subsidios a taxonomia de
Tillandsia que ocorrem nos Campos Gerais do Parand e interpretar as adaptacdes destas
plantas ao hébito epifita descreveram anatomicamente folhas de 12 representantes deste
género, encontrando a presenca de canais de ar, escamas recobrindo estdmatos, epiderme
com corpos silicosos, parénquima agqiiifero e feixes vasculares colaterais, indicando a
adaptacdo a ambientes xeromorfos. Além das caracteristicas compartilhadas pelas
espécies citadas e que se relacionam com o hdbito das plantas, os autores também
verificaram caracteristicas exclusivas e de importincia taxondmica para determinadas
espécies, como o formato do limbo plano-convexo em Tillandsia usneoides L. e cuticula
ornamentada e folhas anfiestométicas em Tillandsia streptocarpa Baker.

Monteiro (2009) analisou folhas de 27 espécies de Bromelia com a finalidade de
avaliar a relevancia de caracteristicas anatOmicas para a taxonomia e filogenia do género,
sendo que foram definidas caracteristicas auxiliares na filogenia deste género. Dentre
estas as mais importantes sdo: formato das células epidérmicas, espessamento da
hipoderme mecanica, cansais de rafides, canais secretores, presenca de grupo de fibras,
formato das células do parénquima agqiiifero, dentre outras.

Com objetivos de produgdo e aperfeicoamento da aclimatizacdo, Barboza et al.
(2006) e Batagin et al. (2009) analisaram folhas de plantas micropropagadas de
variedades Ananas comosus. Estes autores verificaram que a estrutura basica das folhas
de Bromeliaceae se mantém tanto in vitro quanto apds a aclimatizag¢do, sendo que ha

algumas diferencas adaptativas, como menor freqiiéncia estomdtica e de escamas e
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cuticula menos espessa in vitro, diferencas no formato e paredes das células da epiderme
e do parénquima agqiiifero, bem como na distribuicdo e quantidade de fibras, evidenciando
uma plasticidade fenotipica destas plantas em decorréncia das caracteristicas do ambiente
no qual se encontram. Batagin et al. (2009), por exemplo, encontraram o mesmo nimero
de estdmatos em plantas in vitro e em plantas ex vitro cultivadas sob telado de 50% de
sombreamento (33 estdmatos.mm?), sendo maior nas plantas cultivadas a pleno sol
(49 estomatos.mm2). Barboza et al. (2006) verificaram que as folhas de Ananas comosus
sdo hipoestomadticas, independentemente do ambiente de cultivo mas encontraram
diferenca no nimero de estdmatos, sendo 54 estobmatos.mm? in vitro e 62 estdmatos.mm’
2em casa de vegetagdo. Os autores verificaram que os estomatos estdo dispostos
longitudinalmente e apresentam camara subestomdtica bem definida, caracteristica
descrita por diversos autores (AOYAMA; SAJO 2003; SCATENA; SEGECIN, 2005;
SOUZA et al., 2005; BARBOZA et al., 2006). Essas adaptagdes ndo interferiram no
processo de aclimatizagdo e posterior sobrevivéncia das plantulas, indicando que nio sdo
necessdrias etapas de rustificacdo das plantulas durante esse processo.

Arruda e Costa (2003) trabalharam com plantas de campo das espécies Vriesea
bituminosa, V. fosteriana, V. gigantea, V. longiscapa ¢ V. triligulata. Os autores
encontraram a quantidade de escamas, na face adaxial, variando de 4,5 a 10,3, e de 13,8 a
20,9 na face abaxial, conforme a espécie. Os autores visualizaram uma organiza¢do dorsi-
ventral do mesofilo, com a presenca de hipoderme adjacente a epiderme unisseriada,
seguida de 3 a 7 camadas de parénquima aqiiifero. Da regido mediana para a face abaxial
observou-se a presenca de parénquima clorofiliano, dividido em parénquima palicadico e
esponjoso, com a presenca de rafides nesse ultimo. V. bituminosa e V. gigantea
apresentaram estdmatos em nivel acima da epiderme, e V. fosteriana V. longiscapa e
V. triligulata apresentaram estomatos ao mesmo nivel da epiderme.

Também hd na literatura estudos foliares sob o ponto de vista fisioldgico
(BENZING, 1970). Este autor analisou a morfo-anatomia de escamas e da epiderme de
espécies de Aechmea, Billbergia e Neoregelia e sua relacio com a absorcdo foliar de
zinco, fésforo, aminodcidos e nitrogénio em forma de amdnia, sendo que ha diferengas na
morfo-anatomia (tamanho, formato de escamas, nimero de células do pediculo das
escamas) entre as espécies e entre regides da folha de uma mesma espécie, bem como nas
taxas absortivas dos elementos citados, em decorréncia dessas caracteristicas.

Nyman et al. (1987) estudaram a absorc¢do ativa de aminodcidos pelas escamas de

folhas de Tillandsia paulifolia. Os autores encontraram uma freqiiéncia de escamas de 4 a



48

5 por mm™”. A utilizagdo de aminodcidos indicou que as células vivas do pediculo da
escama sdo capazes de absorver aminoacidos livres de solucdo extrafoliar, como leucina,
lisina, arginina e asparagina.

Para bromélias do género Vriesea, poucos estudos neste sentido foram realizados
relacionados a morfo-anatomia do desenvolvimento pds-seminal (MANTOVANI;
IGLESIAS, 2005; PEREIRA et al., 2008) e morfo-anatomia de folhas (ARRUDA;
COSTA, 2003; PROENCA; SAJO, 2007), sendo necessario um maior aprofundamento
nestas questdes o que permitird o conhecimento mais amplo e aprofundado das espécies

desse género.
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3. OBJETIVOS

Com base no contexto apresentado, este estudo visou ampliar o conhecimento

global e de propagac¢do das espécies do género Vriesea com elevado potencial ornamental

tanto para o mercado interno como externo, assim como de importancia fundamental aos

ecossistemas tropicais.

a)

b)

c)

d)

e)

Os objetivos especificos no desenvolvimento deste trabalho foram:

Avaliar o processo de germinacio de quatro espécies de Vriesea: V. carinata,
V. paraibica, V. friburgensis e V. simplex in vitro, sob tr€s condigdes de
temperatura (22 °C, 27 °C e 32 °C) e em casa de vegetacdo sob temperatura
ambiente;

Realizar a descri¢do morfo-anatdmica do desenvolvimento inicial de plantulas de
V. carinata, V. paraibica, V. friburgensis e V. simplex;

Formular um meio de cultura mais adequado para V. carinata, V. paraibica,
V. friburgensis, V. hieroglyphica e V. simplex, com base em exigé€ncias
nutricionais de espécies deste género, visando melhoria no crescimento in vitro
das plantulas;

Avaliar a taxa de sobrevivéncia durante o processo de aclimatizacdo de plantulas
germinadas e cultivadas in vitro de V. carinata, V. paraibica, V. friburgensis e
V. simplex em tré€s diferentes substratos comerciais e, a0 mesmo tempo, verificar
a influéncia da presenca ou auséncia de AIB no meio de cultura anteriormente a
aclimatizag@o, no enraizamento e sobrevivéncia das plantulas apos a transferéncia
para o ambiente ex vitro;

Comparar caracteristicas anatdmicas e morfolégicas de folhas das espécies
V. carinata, V. paraibica, V. friburgensis ¢ V. simplex cultivadas in vitro e ex
vitro visando & melhor compreensio da plasticidade fenotipica dessas espécies e
a adaptacdo a diferentes ambientes, além de verificar se as referidas estruturas
influenciam no processo e/ou sucesso de aclimatizagao;

Introdugdo in vitro de quatro espécies de Vriesea: Vriesea carinata, V. paraibica,
V. phillipo-coburgii; V. simplex e Aechmea nudicaulis a partir de explante
somdticos (4pice caulinar), objetivando estabelecer um protocolo de clonagem

das mesmas.
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4. MATERIAL E METODOS

As espécies de Vriesea estudadas neste trabalho (Figura 1) e algumas

caracteristicas das mesmas, segundo Martinelli et al. (2008) sao:

- Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. var. nudicaulis Fl. Brit. W. 1. 593. 1864. Apresenta
condi¢do vulneravel no Rio Grande do Sul (2002), sendo de ocorréncia nos estados PB,
PE, MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS e encontrada nos corredores central, da Serra do Mar e
do Nordeste da Mata Atlantica.

- Vriesea carinata Wawra var. carinata Oesterr. Bot. Z. 12: 349. 1862. Apresenta
condi¢do vulnerdvel no Rio Grande do Sul (2002), sendo de ocorréncia nos estados BA,
MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS e encontrada nos corredores central e da Serra do Mar da

Mata Atlantica.

- Vriesea friburgensis Mez var. friburgensis Fl. bras. 3(3): 537. 1894, sendo de
ocorréncia nos estados PE, BA, MG, ES, RJ, SP, PR, SC, RS e encontrada nos corredores

central e da Serra do Mar da Mata Atlantica.

- Vriesea hieroglyphica (Carriere) E. Morren Ill. var. hieroglyphica. Hort. 31: 41. 1884.
Apresenta condicdo critica no Brasil (2005) e no Espirito Santo (2005), sendo de
ocorréncia nos estados ES, RJ, SP, PR e encontrada nos corredores central e da Serra do

Mar da Mata Atlantica.

- Vriesea paraibica Wawra Itin. Prin. S. Coburgi 1: 160. 1883, sendo de ocorréncia nos

estados RJ, MG e encontrada no Corredor da Serra do Mar da Mata Atlantica.

- Vriesea philippocoburgii Wawra Oesterr. Bot. Z. 30: 219. 1880. Apresenta condi¢do
vulneravel no Rio Grande do Sul (2002), sendo de ocorréncia nos estados RJ, SP, PR, e

encontrada no Corredor da Serra do Mar da Mata Atlantica.

- Vriesea simplex (Vell.) Beer Fam. Bromel. 97. 1856, sendo de ocorréncia nos estados

BA, ES, RJ, SP, e encontrada nos corredores central e da Serra do Mar da Mata Atlantica.

Os organogramas a seguir (Figuras 2 e 3) apresentam as atividades experimentais

realizadas no presente estudo, contando com dois grupos de espécies de Bromeliaceae.
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Figura 1 - Plantas adultas das espécies de Bromeliaceae utilizadas no presente estudo: Aechmea nudicaulis (A);Vriesea carinata (B); V. friburgensis (C); V.
hieroglyphica (D); V. paraibica (E); V. phillipo-coburgii (F) e V. simplex (G). (Fotos de Everton Hilo de Souza)
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Figura 2 - Organograma representando os experimentos realizados com Vriesea carinata,

V. friburgensis, V. paraibica, V. simplex e V. hieroglyphica a partir de sementes e
plantulas provenientes das mesmas
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Estabelecimento e multiplicacéo fn vitro e dificuldade encontradas: contaminagéo e oxidacéo

Figura 3 - Organograma representando os experimentos realizados com Vriesea carinata,
V. paraibica,V. simplex, V. phillipo-coburgii e Aechmea nudicaulis a partir

de brotos laterais provenientes das plantas matrizes
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4.1. Estudos da germinacido de sementes de quatro espécies de Vriesea em casa de
vegetacao e in vitro

4.1.1. Material Vegetal

Capsulas recém colhidas com sementes de V. carinata, V. friburgensis, V. paraibica e
V. simplex, foram disponibilizadas pela Dra. Alice N. Aranda-Peres, pds-doutoranda no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal do CENA/USP, para os estudos da germinagdo e do

desenvolvimento das plantulas.

4.1.2. Germinacao ex vitro

Sementes das quatro espécies de Vriesea foram introduzidas em bandejas com células de
fundo perfurado. O substrato utilizado foi o Plantmax®. No momento da semeadura, as
sementes foram depositadas na superficie do substrato. O experimento foi instalado em
temperatura ambiente em casa de vegetagdo. Todos os tratamentos foram expostos as mesmas
condicdes de umidade, temperatura e luminosidade. As bandejas com as sementes foram
colocadas em bandejas maiores contendo um tecido mantido constantemente tmido para

prevenir excesso de dgua (Figura 4). Assim, o substrato foi mantido imido por capilaridade.

- — el eeniy —y

Figura 4 - Bandejas contendo substrato Plantmax ®, em casa de vegetacgdo, no qual as sementes de
Vriesea carinata, V. friburgensis, V. paraibica e V. simplex foram semeadas

As avaliacdes foram realizadas a cada 20 dias, entre 40 e 120 dias apés semeadura,
totalizando cinco avaliacdes, determinando-se a porcentagem de germinacdo e,

posteriormente, de mortalidade das plantulas recém-germinadas. O delineamento
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experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes sendo que cada repeticdo se
constitui de 12 células com 35 sementes, totalizando 175 sementes por espécie. As médias das
percentagens de germinacdo e de mortalidade das sementes das espécies foram comparadas
pelos teste de Tukey a 1% de probabilidade. Os dados qualitativos de germinagdo e,

posteriormente, sobrevivéncia das plantulas recém germinadas foram submetidos a andlise de

regressdo. Os dados foram transformados para arc sen (vx/100) antes da andlise estatistica.

4.1.3. Germinacao in vitro das sementes de quatro espécies de Vriesea

As sementes obtidas apresentam apéndice plumoso que foram retirados com bisturi
para facilitar o manuseio e diminuir o risco de contaminagdo in vitro (ARANDA-PERES,
2005).

Para a assepsia, as sementes foram imersas em etanol (70%), ficando sob agitagcdo por
2 minutos, seguido de imersdo em soluc¢do de hipoclorito de sédio (70% produto comercial
Q-Boa, 2,5% cloro ativo) durante 25 minutos e de trés lavagens em dgua esterilizada, em
fluxo laminar. Em seguida, sob condicdes assépticas, as sementes foram introduzidas em meio
de cultura contendo Y4 dos macronutrientes de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com os
micronutrientes MS e acrescido de 10 mL L™ de dgua de cocoe 60 g L' de extrato de banana
(KERBAUY, 1984), 20 g L' de sacarose, vitaminas de MS, 10 uM GA; e solidificado com
dgar (8 g L"), conforme Aranda-Peres (2005). O pH do meio de cultura foi ajustado a 5.8,
anteriormente a autoclavagem e o meio vertido em placas de Petri. A autclavagem foi
realizada por 20 minutos, a 120°C e 1 atm de pressdo. Os testes de germinagdo foram
realizados em camaras de germinacdo tipo B.O.D. com temperatura controlada de 22°C, 27°C
e 32°C, sendo 27°C considerado o controle do experimento. O fotoperiodo em todos os
tratamentos foi del6 horas e a intensidade luminosa de 40 umol m™ s™'. As avalia¢des, no
total de seis, foram realizadas semanalmente determinando-se a porcentagem de germinacio
e, posteriormente, de mortalidade das plantulas recém germinadas in vitro, considerando-se
como semente germinada aquela que apresentou a primeira folha. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 3 (espécies x
temperaturas) com 5 repeti¢cdes por espécie por tratamento, sendo cada repeti¢do consituida de
uma placa de Petri contendo 35 sementes

As médias das porcentagens de germinacdo e de mortalidade das sementes das

espécies nas diferentes temperaturas foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de



56

probabilidade, e posteriormente a sobrevivéncia das plantulas recém germinadas foram

submetidos a andlise de regressdo. Os dados foram transformados para arc sen (vx/100) antes

da analise estatistica.

4.1.3.1 Cultivo in vitro

Plantulas germinadas in vitro, com aproximadamente 1 cm de altura foram
transferidos para frascos contendo meio de cultura M4 (ARANDA-PERES et al., 2009),
acrescido de vitaminas MS, 20 g L' sacarose, 8 g L' agar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem. As culturas foram transferidas para meio novo a cada trés semanas (com
concentragdes crescentes de BAP: 0,5 mg L'l, 1 mg L'l, 1,5 mg L'e 2,0 mg L'l) e mantidas
em sala de crescimento a 26 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade de luz de
40 pmol m-* s, até a obtencdo de plantas suficientes para realizacdo do experimento de ajuste

mineral do meio de cultura e para o experimento de aclimatizacao.

4.2. Analise morfoanatomica do desenvolvimento de plantulas de espécies de Vriesea

Para descri¢do do processo de germinag@o e do desenvolvimento pds-seminal nas espécies
em estudo, tr€s amostras foram coletadas por espécie, em diferentes fases de desenvolvimento
da germinagdo in vitro (item 4.1.2), foram processadas conforme descrito a seguir.

As diferentes fases foram estabelecidas conforme trabalhos prévios (PEREIRA et al.,
2008; SCATENA et al.,, 2006; SILVA, 2009). O inicio da germinacdo foi considerado

quando, em lupa, foi possivel a visualiza¢do da emergéncia da raiz primdria rudimentar.
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4.2.1 Analises microscopicas

Amostras foram coletadas para andlises anatomicas e da morfologia externa através de
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura, respectivamente. Para tanto, as
amostras foram selecionadas e colocadas em solucdo de Karnovsky modificada composta de
glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), cloreto de célcio (5 mM) em tampdao cacodilato de
sédio (0,05M, pH 7,2), sob vacuo (60 mmHg) por 30 minutos e posteriormente sob
refrigeracdo por 24 horas. Em seguida as amostras foram desidratadas em série etilica

crescente em agua (35%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%).

4.2.1.1 Microscopia de luz (ML)

As amostras desidratadas foram processadas para infiltracio em historesina (Leica)

conforme o seguinte protocolo:

a. Transferéncia para propanol e em seguida butanol, ambos a 100%, durante 2 horas cada,
sob refrigeragdo;

b. Infiltracdo em solug@o crescente de butanol: meio de infiltragdo (1:3, 1:1, 3:1) até as
amostras afundarem, seguida de infiltracio em meio de infiltracdo (100 %). Todas as
etapas foram realizadas sob refrigeracdo por 24 a 48 horas;

c. Emblocagem em historesina conforme instru¢cdes do fabricante, com polimerizagdo a
temperatura ambiente;

d. Realizacdo dos cortes histolégicos em micrétomo rotativo (5 pm). Deposi¢do dos cortes
em laminas histologicas contendo dgua filtrada. Secagem sobre chapa aquecedora
(40 °C);

e. Coloracdo dos cortes em azul de toluidina (0,1 %) e secagem a temperatura ambiente;

f. Montagem dos cortes histolégicos em entellan® coberto com laminula para tornar as
laminas permanentes;

g. Andlise em microscépio de luz transmitida Zeiss Axioscop 2, no NAP/MEPA,

ESALQ/USP e obtencdo das micrografias digitais.
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4.2.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEY)

As amostras desidratadas foram processadas para observacio em MEV conforme o
seguinte protocolo:

a. Secagem ao ponto critico através de CO, em aparelho CPD 030 Balzers;

b. Montagem em suportes metélicos;

c. Metalizagdo com ouro (60 nm) em evaporador MED 010 Balzers;

d. Observagdo e captura de imagens digitais em microscopio eletronico de varredura

Zeiss Leo 435-VP, no NAP/MEPA, ESALQ/USP.

4.3. Ajuste mineral do meio de cultura
4.3.1. Material vegetal

Plantulas de tamanho uniforme (aproximadamente 3 cm e 0,5 g de matéria fresca)
germinadas in vitro conforme descrito no item 4.1.3. foram selecionadas e utilizadas para
ajuste do meio de cultura as mesmas, reduzindo os niveis de nitrogénio e ferro e aumentando
os niveis de magnésio e cobre do meio de cultura, conforme sugerido por Aranda-Peres et al.
(2009). As espécies utilizadas para realizacdo do experimento foram Vriesea carinata, V.
Sfriburgensis, V. paraibica, V. simplex e V. hieroglyphica, sendo esta dltima escolhida para
comparagdo com os resultados obtidos por Aranda-Peres et al. (2009), por ter apresentado
neste trabalho um desempenho inferior as demais espécies utilizadas (Vriesea friburguensis e

V. unilateralis).

4.3.2. Meios de cultura

O meio base escolhido (Tabela 1) foi o M4 (ARANDA-PERES et al., 2009). A dose
de nitrogénio usualmente recomendada (EPSTEIN; BLOOM, 2005) é de 210 mgL’l. Partindo
deste valor, foram propostas outras duas doses: 112 e 336 mg L, sendo que no meio M4 a
concentracdo de N é de 419 mg L"'. Em todas as doses de N empregadas a propor¢do de
70% de NOs3 : 30% de NH;" foi mantida. As doses de magnésio foram de 18, 36 (dose
utilizada no meio M4) e 54 mg L. As doses de Cu e Fe foram fixadas em 0,032 mgL™" e

3 mg L' respectivamente, segundo as recomendagdes de Aranda-Peres et al. (2009) e Epstein
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e Bloom (2005), totalizando 9 tratamentos por espécie (Tabela 2) (combina¢des das trés doses

de nitrogénio com as trés doses de magnésio e as doses fixas de Cu e Fe em todos os meios).

As concentra¢des dos demais nutrientes foram mantidas conforme o meio M4 (ARANDA-

PERES et al., 2009). Os controles foram constituidos do meio M4 (C1) e do meio M4 com as

doses de Cu e Fe utilizadas no experimento (C2). Os meios foram suplementados com

vitaminas MS, 30 gL' de sacarose, dgar (8g L") e BAP (0,5 mg L'). O meio teve o pH

ajustado para 5,8 utilizando solugdes de HCl ou NaOH e depois vertido em frascos tipo

“azeitona”, 45 mL por frasco, sendo em seguida autoclavados a 120°C, durante 20 minutos a

1 atm.

Tabela 1 - Composi¢do mineral do meio de cultura M4 (ARANDA-PERES et al., 2009)

Tabela 2 - Doses de nitrogénio, magnésio, cobre e ferro utilizadas como
alterag¢Oes propostas ao meio M4 para o cultivo de cinco espécies de Vriesea

Meio M4
Macronutrientes | | Micronutrientes
(mg L) (mg L)

N 419 Fe 3,73
P 19 Cu 0,012
K 390 Zn 1,952
Ca 480 Mn 5,49
Mg 36 B 1,078
S 54 Cl 355

Tratamento N Mg Cu Fe
mg L’
1 112,00 18,00 0,032 3,00
2 112,00 36,00 0,032 3,00
3 112,00 54,00 0,032 3,00
4 210,00 18,00 0,032 3,00
5 210,00 36,00 0,032 3,00
6 210,00 54,00 0,032 3,00
7 336,00 18,00 0,032 3,00
8 336,00 36,00 0,032 3,00
9 336,00 54,00 0,032 3,00
C1 (M4) 419,00 36,00 0,012 3,73
C2 419,00 36,00 0,032 3,00

Foram realizadas cinco repeti¢des por espécie, por tratamento, sendo que cada

repeticdo foi composta por um frasco com 6 plantulas. Todas as culturas foram mantidas a 26

+ 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade de luz de 40 umol m-2 s\, As culturas foram
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transferidas para meio fresco a cada trés semanas e o experimento foi avaliado apds 12
semanas (quatro subcultivos), por meio de avaliacdes de massa de matérias fresca e seca e
andlises quimicas das folhas. Nos subcultivos, os brotos, sem serem individualizados, foram

transferidos para meio fresco, de mesma composi¢ao.

4.3.3. Massa de matéria fresca e seca

Para as andlises de massa de matéria fresca e seca foram utilizados trés frascos com seis
“tufos” de plantas cada, sendo cada frasco considerado uma repeticdo. As plantas retiradas do
frasco de meio de cultura foram inicialmente mergulhadas em 4gua destilada para retirada do
meio de cultura. Apds o enxdgiie as plantas advindas de um mesmo frasco (uma repeti¢ao)
foram depositadas sobre papel filtro para retirada do excesso de dgua e pesadas em balanga
analitica, obtendo-se a massa fresca total. Foram pesadas trés repeticdes compostas de 6
plantas cada, por tratamento. As plantulas utilizadas para massa fresca foram posteriormente
acondicionadas, também de 6 em 6, em sacos de papel kraft e secas em estufas dotadas de
sistema para circulag@o forcada e renovagdo de ar, a uma temperatura de 70°C, por 72 horas
ou até atingir peso constante. Apds o processo de secagem, o material foi mantido em
dessecador, contendo silica gel, para evitar a reidratagdo da amostra. Foram pesadas trés

repeticdes compostas de seis plantas cada, por tratamento, para obten¢do da massa seca total.

4.3.4. Analises quimicas

Ap6s a determinag@o das massas fresca e seca, 0,05 g do material vegetal por repeticdo
de cada tratamento foi triturado manualmente e submetido as andlises quimicas.

O nitrogénio foi determinado por método semimicro Kjeldahl apés digestdo sulftrica.
Para os demais nutrientes, fez-se a digestdo nitrico-perclérica e quantificagdo por
espectrometria de emissdo atdmica com plasma de argonio (ICP-AES) (MALAVOLTA et al.,
1997).

4.3.5 Analise estatistica

O delineamento estatistico experimental utilizado foi inteiramente casualizado em

esquema fatorial 3 x 3 x 5 (doses de nitrogénio x doses de magnésio x espécies). As medidas
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de massa de matéria seca e massa de matéria fresca foram submetidas a andlise de variancia e
posteriormente, em fungdo do nivel de significancia, a andlise de teste de Scott-Knott, ao nivel
de 15% de probabilidade por meio do programa SAS (2004). Para as doses de nitrogénio e
magnésio procedeu-se ao estudo de regressdo polinomial (superficie de resposta) por meio do

comando RSREG.

4.4. Aclimatizacao
4.4.1. Material vegetal e meios de cultura anteriores a aclimatizacao

Plantas provenientes do cultivo in vitro (item 4.1.3.1.) foram transferidas para frascos
com mesmo meio descrito no referido item sem regulador de crescimento, nos quais ficaram
por aproximadamente dois meses com uma troca de meio nesse periodo. Apds esse periodo,
metade das plantas permaneceu em meio sem nenhum regulador de crescimento e a outra
metade foi transferida para o mesmo meio acrescido de 1,5 mg L' de AIB, para
enraizamento. As plantas ficaram sob estas condi¢cdes durante 3 meses com subcultivos para

meio novo a cada 3 semanas.

4.4.2. Transferéncia das plantulas para bandejas

Posteriormente, as plantas dos dois tratamentos (com e sem AIB) foram retiradas dos
frascos com auxilio de pinga, lavadas com 4gua para retirada de residuos de meio de cultura
entre as raizes e plantadas em bandejas de 14 x 7 células, contendo substratos Bioplant®
(composto de fibra de cdco e vermiculita expandida), Tropstrato HA ® (composto de casca de
pinus, carvdo vegetal, vermiculita, nitrato de amonio e nitrato de postdssio) e Vivatto ®
(composto de casca de pinus, vermiculita, moinha de carvdo vegetal e espuma fendlica)
(Figura 5). As bandejas foram alocadas em casa de vegetacdo comercial com alta umidade
relativa e temperatura ambiente, adaptada a receber mudas de plantas. A irrigacdo foi

realizada manualmente, por aspersdo, trés vezes ao dia.
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Figura 5 - Substratos testados no experimento de aclimatizao, Bipn® (A), Tropstrato HA ®
(B) e Vivatto ® (C) e plantulas transferidas para o processo de aclimatizacio (D)

4.4.3. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial triplo
2 x 3 x 4 (tratamento/auséncia de hormdnio AIB x substratos x espécies), com 25 repeticdes,
sendo que cada repeti¢do € composta por uma planta, totalizando 150 plantas por espécie.

O experimento foi avaliado pela taxa de sobrevivéncia ao final do periodo estudado,

que corresponde a 120 dias apds a transferéncia das plantulas para as bandejas.
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4.5. Analise morfo-anatomica de folhas de Vriesea
4.5.1. Material Vegetal

Amostras de folhas de cinco diferentes plantas provenientes de sementes germinadas in
vitro de V. carinata, V. friburgensis, V. paraibica e V. simplex com cerca de um ano e meio e
amostras de folhas de cinco diferentes plantas adultas cultivadas em casa de vegetagcdo
escolhidas aleatoriamente, foram coletadas. Em ambos os casos, a amostra submetida as
andlises corresponde as regides do ter¢o mediano da folha D. A folha D € a metabolicamente
mais ativa por ser a mais jovem dentre as folhas adultas. Forma um angulo de 45° entre o nivel
de solo e um eixo imagindrio que passa pelo centro da planta e é facil de ser destacada da
planta (CUNHA et al., 1999). As amostras foram processadas conforme descri¢do nos itens

4.2.1.1 e 4.2.1.2 para analise morfo-anatdmica.
4.5.2. Determinacao do nimero de estomatos e escamas (tricomas escamiformes)

O niimero de estdmatos e escamas por mm? foi determinado através da contagem dos
mesmos em cinco campos escolhidos aleatoriamente de micrografias obtidas em microscopia
eletronica de varredura em aumento de 100X. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 4 (face da folha x condi¢@o de cultivo x espécie), com
cinco repeti¢des cada, sendo cada repeticdo consituida de uma contagem. Para comparacdo das
médias, os dados foram submetidos a andlise de varidncia e utilizou-se o teste de Tukey em

nivel de 5% de significancia.

4.6. Introducao in vitro de espécies de Bromeliaceae a partir de apices caulinares
4.6.1. Material vegetal

Foram utilizados édpices caulinares, de cerca de 3 cm de comprimento, de brotos laterais
advindos de plantas matrizes de Aechmea nudicaulis, Vriesea carinata, V. paraibica, V.
phillipo-coburgii, e V. simplex cultivadas em casa de vegetacdo em vasos plasticos com 13 cm
de altura por 10 cm de didmetro em substrato Baseplant®. Em todos os tratamentos e,
posteriormente, no experimento propriamente dito as plantas matrizes foram tratadas com

Agrimicina (1%) por trés vezes, com intervalos de uma semana entre as aplicacoes.
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4.6.2. Assepsia e introducio in vitro

Foram realizados ensaios preliminares testando oito tratamentos de assepsia,
anteriormente ao experimento propriamente dito, com dpices caulinares de brotos laterais de
Aechmea nudicaulis pela disponibilidade de plantas e explantes, visto que esta espécie
apresenta desenvolvimento mais rapido do que espécies do género Vriesea. Esses ensaios
foram baseados em Guerra e Dal Vesco (2010), Nakano (2008), e Rodrigues (2010)
(informagao verbal)l.

Uma semana ap6s a ultima aplicagdo de Agrimicina, brotos laterais foram retirados das
plantas matrizes, retirando-se as folhas externas, sendo que os explantes, nesta fase, tinham
cerca de 2 cm de comprimento. Em seguida, foram lavados em dgua corrente e detergente
durante um minuto sob agitacdo e colocados sob 4dgua corrente durante cinco minutos. Esse
processo de lavagem foi realizado duas vezes. Em camara de fluxo laminar, os dpices tiveram
seu tamanho reduzido para cerca de 0,70 cm com auxilio de pinga e bisturi flambados e foram
entdo colocados individualmente em frascos de vidro previamente autoclavados e envoltos em
papel aluminio, visando diminuir a oxidacdo. Apods isso, foram imersos em etanol (70%) por
um ou trés minutos e em solu¢do comercial de hipoclorito de sédio (Q-Boa, 2,5 % de cloro
ativo) por 30 minutos.

Ap6s a imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio , os dpices foram lavados trés vezes
com 4gua destilada estéril. Nos tratamentos 1 a 6, os dpices foram introduzidos em solucao de
cefotaxima (100 mg L") durante 24 horas, sob agitacdo a 100 rpm, no escuro, antes da

introdu¢@o no meio de cultura, conforme descrito na Tabela 3.

" Informagio fornecida por P. H. V. Rodrigues, Esalg/USP em 2010



Tabela 3 - Descri¢@o dos tratamentos preliminares de assepsia em dpices vegetativos de
Aechmea nudicaulis cujos resultados implicaram na definicdo do experimento
final de assepsia para as espécies de Vriesea

Tratamento Etanol 70%  Hipoclorito Meio Resultados
1 1 minuto, sem  70% no  Liquido + 250 mg L’ 100% de
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sddica contaminagio
2 1 minuto, sem 70% no Sélido + 250 mg L’ (70% bacteriana e
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sddica 30% fangica)
3 1 minuto, sem 80% no  Liquido + 250 mg L™ 100% de
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sédica contaminacgdo
4 1 minuto, sem 80% no Sélido + 250 mg LT  (50% bacteriana e
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sodica 50% fungica)
5 1 minuto, sem  90% no  Liquido + 250 mg L’ 90% de
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sddica contaminagio
6 1 minuto, sem ~ 90% no Sélido + 250 mg L™ (80% bacteriana e
Tween 20 sonicador  de cefotaxima sédica  10% flingica) e
10% de oxidacdo
7 3 minutos com  50% sem  Sélido + 2 mL de dleo 90% de
3 gotas de sonicador fusel* contaminagio
Tween 20 (40% bacteriana e
50% fuingica) e
10% de oxidacdo
8 3 minutos com  50% sem  Sélido + 500 mg L™ 60% de
3 gotas de sonicador  de cefotaxima sddica contaminagio
Tween 20 (30% bacteriana e
30% fingica), 10%
de oxidacdo e 30%
de 4pices sadios
Experimento 3 minutos com 50% sem  S6lido + 600 mg L™ Descritos no item
3 gotas de sonicador  de cefotaxima sédica Resultados e
Tween 20 Discussédo

*Segundo Alves e Teixeira (2009) e Pérez et al. (2001) o dleo fisel, mais popularmente conhecido como
6leo de cana, faz parte de uma gama de subprodutos gerados através do processamento da cana de aciicar. E
um liquido de coloracdo amarelada obtido a partir da destilacdo da cachaga ou do édlcool etilico, constituindo
a fragio menos volatil produzida durante este processo (PEREZ et al., 2001). Algumas usinas comercializam
este subproduto para indistrias de cosméticos e de medicamentos, porém a grande maioria vé o 6leo como
um residuo de descarte. Existem relatos de que o 6leo fusel tem possibilidades de uso como inseticida e
herbicida em doses acima de 20%. O maior constituinte do 6leo fusel, é o alcool isoamilico.
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Em todos os tratamentos, apds assepsia os dpices foram introduzidos em meio M4
(ARANDA-PERES et al., 2009), suplementado com vitaminas MS, 8g.L'1 de 4gar (no meio
solido), 20 g L' de sacarose, 2 mg L' de BAP ¢ 0,5 mg L' de ANA, com dleo fisel ou

antibidtico, no meio liquido (Tabela 3,

tratamentos 1, 3 e 5) ou sélido (nos demais

tratamentos). Durante 10 dias os 4pices ficaram no escuro e apds esse periodo foram
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transferidos para sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade de luz de 40
pmol m-> s'l, a26+2°C.

A partir dos resultados obtidos com os ensaios preliminares, delineou-se um
experimento com dpices dpices caulinares de brotos laterais, totalizando 16 dpices de V.
carinata, 10 de V. paraibica, 15 de V. philipo-coburgii, 16 de V. simplex e 10 de A.
nudicaulis. Esta ultima espécie foi mantida para efeito de comparagio com as espécies de
Vriesea. O protocolo de assepsia utilizado foi o mesmo descrito no tratamento 8, por este ter
se mostrado mais eficiente, com a diferenca de maior concentragdo de cefotaxima sddica
utilizada no meio de cultura no experimento (600 mg L. Os dpices foram introduzidos no
meiode cultura, seguindo as mesmas condi¢des de luminosidade e temperatura. Apds a etapa
de estabelecimento e regeneracdo dos dpices, estes foram transferidos para meio de
multiplicacdo composto por sais do M4 (ARANDA-PERES et al., 2009) suplementado com
vitaminas do MS, 8 g L' de dgar,20 g L' de sacarose e 2 mg L"' de BAP.

O experimento foi avaliado aos 10 e 30 dias ap6s a introdugao in vitro dos dpices, sendo
que foram analisadas as porcentagens de contaminagdo bacteriana e fingica, de oxidagdo
seguida de necrose, de dpices sadios.

Os 4pices sadios foram acompanhados sendo analisado o niimero de brotos aos 4, 10 e

14 meses, ap0s a introduldo in vitro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos da germinacao de sementes de quatro espécies de Vriesea ex vitro e in vitro

A germinacdo ocorreu em ambas as condi¢des de cultivo: em casa de vegetagdo, sob
temperatura ambiente em todas as espécies e in vitro, sob as trés temperaturas, observando-se

diferencas entre as espécies.

5.1.1. Germinacao de sementes de quatro espécies de Vriesea em casa de vegetacao

Nas condi¢des ex vitro, as observagdes foram realizadas a partir do 40° dia, pois nessas
condicdes a germinacdo € mais lenta e a observacdo do inicio da germinacdo € dificultada pois
as sementes estdo encobertas pelo substrato. A porcentagem de germinacdo variou conforme a
espécie, com valores entre 5,14 e 66,85 %. Nenhuma semente germinou ap6s o 80° dia depois
da semeadura (Figura 6), sendo o crescimento das plantulas em casa de vegetacdo bastante
lento. Para todas as espécies, o maior nimero de plantulas é encontrado aos 60 dias apds a
semeadura quando se observou um decréscimo no nimero de plantulas ao longo do tempo,
com elevada mortalidade de plantulas recém-germinadas em todas as espécies, observando-se
que, aos 120 dias, esse valor variando de 61,40 a 92,00 % do total de sementes com plantulas
desenvolvidas (Figura 6). Na andlise de regressdo, o modelo quadratico foi o que melhor se

ajustou aos dados de sobrevivéncia das plantulas.
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Figura 6 - Germinacdo e sobrevivéncia das sementes de Vriesea carinata, V. friburgensis,
V. paraibica e V. simplex no periodo de 40 a 120 dias ap6s semeadura em bandejas
contendo substrato Plantmax ® e mantidas em casa de vegetacdo
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As espécies apresentaram taxas de germinacdo ex vitro significativamente diferentes
umas das outras, sendo que a maior taxa de germinacao foi observada para V. friburgensis e a
menor para V. carinata. As taxas de mortalidade de plantulas das diferentes espécies nio

diferiram estatisticamente entre si (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de germinagdo das sementes e mortalidade de plantulas de Vriesea
carinata, V. friburgensis, V. paraibica e V. simplex, cultivadas em bandejas com substrato
Plantmax® em casa de vegetacdo aos 120 dias apds a semeadura.

Espécies Germinacio (%) Mortalidade (%)
V. carinata 5.14 ¢ 92.00 a
V. friburgensis 66.85 a 61.40 a
V. paraibica 42.85 ab 84.10 a
V. simplex 32.57b 75.26 a
CV (%) 34.41 25.23

Médias acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenca significativa comparadas nas colunas
a 1% pelo Teste de Tukey de comparagdo de médias.

As taxas de mortalidade das plantulas recém-germinadas cultivadas em casa de
vegetacdo foram altissimas, sendo superiores a 60%. Winkler et al. (2005) sugerem que
apesar das sementes das epifitas, pelo pequeno tamanho, apresentarem vantagem em relacio a
dispersdo, associado a produ¢do de um maior nimero de sementes, aumentando as chances
de sucesso na germinacdo, as sementes pequenas tém poucos nutrientes para o0
desenvolvimento das plantulas. Assim, a mortalidade de plantulas pode ser associada ao
grande investimento em aparato de dispersdo, que no caso das espécies de Vriesea estudadas
se constitui de apéndice plumoso, e menor energia dispendida para acimulo de nutrientes para
a plantula (WINKLER et al., 2005). Segundo Harper (1977), a germinagdo e desenvolvimento
da plantula sdo as fases mais criticas no ciclo de vida das plantas devido a alta mortalidade
observada. Winkler et al. (2005) afirma que a mortalidade das plantulas, e ndo a germinacdo,
€ o fator determinante na distribui¢do das bromélias epifitas em seu habitat natural.

Em estudo de Anacleto (2005), o inicio da germinacdo de A. nudicaulis em condig¢des
ex vitro ocorreu entre 0 4° e o 8° dia de monitoramento e o ponto miximo de germinag¢do foi
registrado no 20° dia em diferentes substratos, confirmando que o crescimento e

desenvolvimento das bromélias pertencentes a sub-familia Tillandsioideae € mais lento.
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Muraro (2006) observou baixas taxas de germinacdo para V. incurvata em teste com
diferentes substratos alocados em vasos distribuidos sob dossel florestal. A média de
germinagdo variou entre os diferentes substratos de 8 a 40%. O autor observou que a
germinacgdo ocorreu ao 36° dia de monitoramento e o pico foi visualizado ao 50° dia, valores
préximos aos encontrados para as espécies de Vriesea do presente trabalho.

O desenvolvimento lento das plantulas também foi verificado por Stringheta et al.
(2005) que trabalharam com espécies do género Tillandsia, em diferentes substratos e
verificaram que nao houve diferencas visiveis no desenvolvimento e tamanho das plantulas,

durante o periodo e 30 dias.

5.1.2. Germinacao in vitro de sementes de quatro espécies de Vriesea

A germinacfo in vitro iniciou-se ao redor dos 14 dias. O periodo avaliado foi até 56
dias apds a introdugdo. Apos 14 dias observou-se variagdo entre as espécies e também entre as
temperaturas de cultivo, ndo se observando germinagdo apés o 28° dia apds a introducdo in
vitro (Figura 7). Na andlise de regressdo, o modelo quadratico foi o que melhor se ajustou aos
dados de contagem de sobrevivéncia das plantulas. Houve um decréscimo no ndmero de
plantulas ao longo do tempo, observando-se mortalidade de plantulas recém-germinadas em
todos os tratamentos. Para V. carinata, o maior nimero de plantulas foi observado aos 21 dias
sob 22°C e aos 14 sob 27°C e 32°C. Para as demais espécies registrou-se o maior nimero de

plantulas aos 14 dias em todos os tratamentos.



100
=
=
S
o=

g 80
]
1,
T 60
=
=]
(=]
=)
=
o
=
2 20
=)
3
. 1oo
)
=2
T
;‘, 30
-
o
= 60
=
[=]
5}
-F] 40
=
E 20
=
=
3

40 -

L

¥ =-0,0087x2+
R

0,478x+ 65,042
792

y=-0,0017%2-0,2453x + 75,741

e

A

R?=0,9491
A v=00139x2-20313x+ 81431
R? =0,9957
0 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias apés introducio in vitro

v=0,0059x2-0,5943x + 34,267
R*=0,9245
v=0,0046%2-0,6751x+ 83,073
R? =0,8372
y=0,0149%2-25539x+ 110,48
R* =0.9647

F 14 21 28 25 42 49 56

Dias apés introduciio in vitro

+ 22°C

100

=
Q\"
S
=
= 80
=
R
=
o or
= 60
=
=]
(]
@ 40
[=]
=
[ 529
E
K= 20
E
S
S 0
. 1oo
)
o
S
= 80
=
= 60
=
=]
2}
-] 40
[=]
==
[ 22
E
= 20
=
el
q 0
m 27 °C

(B)
, +
& v=-0,0005x%0,0328x+ 76,786
RE 712
m ¥=-0,0135x2+0,7434%+ 63,622
R*= 08171
i Y= 0,0128x2- 10868+ 26,259
R =0,8397
A\\A\‘—Afﬁ—/A
0 14 21 28 35 42 49 56
Dias apés introducio in vitre
(D)
& ¥--0.0019x%- 009365+ 42,374
R*=09612
- 0,3693x+ 35371
A y=0008x2-0,8483x+ 22456
M
T T T T A r 3 A
0 14 21 28 a5 42 49 56

Dias apés introduciio in vitro

Figura 7 - Porcentagem de germinacdo de sementes e de sobrevivéncia de plantulas in vitro de Vriesea carinata (A), V. friburgensis
(B), V. paraibica (C) e V. simplex (D), cultivadas sob diferentes temperaturas (22°C, 27°C e 32°C) sob fotoperiodo de 16
horas e intensidade luminosa de 40pumol.m™.s"', dos 14 aos 56 dias ap6s introdugdo in vitro
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As maiores taxas de germinacdo foram registradas para as quatro espécies quando
cultivadas a 22 °C, ainda que V. paraibica, V. carinata e V. friburgensis nao diferiram
entre si e apresentaram valores superiores em relagdo V. simplex. Resultados similares
foram observados a 27°C.

O cultivo sob temperatura de 32 °C mostrou-se menos eficiente para trés das
espécies estudadas, V. Simplex, V. carinata e V. friburgensis, quando comparado aos
outros regimes de temperaturas.

Para V. friburgensis ndo foram observadas diferencas significativas entre 22 e 27
°C, sendo encontrados valores acima de 75 % de germinacdo, com uma queda dristica na
taxa de germinacdo a 32 °C. V. simplex apresentou reducdo mais gradativa na taxa de
germinagdo, com o aumento na temperatura, diminuindo de 60, para 35 e 10% a taxa de
germinagdo a 22, 27 e 32 °C, respectivamente. Ja as taxas de mortalidade aumentaram
com a elevacdo da temperatura, para quase todas as espécies estudadas com exce¢do da
V. friburgensis, cuja menor mortalidade foi observada a 27°C. A temperatura de 32°C
mostrou-se prejudicial a todas as espécies, atingindo 100% de mortalidade para a V.

simplex.

Tabela 5 - Porcentagem de germinacdo de sementes e mortalidade de plantulas de
Vriesea carinata, V. friburgensis, V. paraibica e V. simplex, cultivadas
in vitro sob diferentes temperaturas durante 56 dias.

Germinacio (%) Mortalidade (%)

Espécies 22°C 27°C 32°C 22°C 27°C 32°C

V. carinata  77.14 aA  68.57 aAB 52.57 bB 14.49 aB 24.73bcB  79.33 bA
V. friburgensis 77.71 aA  76.00aA  14.85cB 9.67aB  4.00cB  73.33bA
V. paraibica  80.57aA  72.00 aA 78.86 aA 14.69 aB 27.03bB 81.66 abA
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V. simplex  59.43bA 3486 bB 10.29 cC 24.60aB 79.72aA 100.00 aA

CV (%) 13.94 32.46

Médias acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a 1% pelo Teste de
Tukey de comparagdo de médias. Letras maidsculas comparam colunas e letras mindsculas
comparam linhas.

Considerando-se o comportamento das espécies dentro de cada temperatura, a
22°C todas respondem de forma similar como mostra a Tabela 5. As diferencas mais
marcantes entre espécies foram observadas aos 32°C, onde V.simplex mostrou-se bastante
sensivel com apenas 10,29% de plantulas germinadas e com 100% de plantas mortas. Ja
V. paraibica, ainda que tenha apresentado germinacdo elevada nesta temperatura,
apresentou taxa de mortalidade de 81.66%, evidenciando a pouca resisténcia destas
pléantulas a temperaturas elevadas.

Segundo classifica¢do definida por Pereira et al. (2008), as sementes de Vriesea
podem ser consideradas de germinacdo intermedidria (tempo médio de germinagdo entre
7 e 14 dias), caracteristica da sub-familia Tillandsioideae. Resultados similares foram
encontrados por de Silva et al. (2009), com germinagdo de Vriesea scalaris cerca de sete
dias ap6s a introdug@o em meio de cultura MS com diferentes concentracdes de BAP ou
KIN.

Taxas de germinagdo bastante elevadas foram observadas em outras espécies de
Vriesea, por outros autores. Paggi et al. (2007), em estudos com Vriesea gigantea,
concluiram que as diferentes populacdes analisadas tinham sementes altamente vidveis,
com uma taxa de germinacdo in vitro de 94% sob temperaturas alternadas de 25°C
durante 16 horas de luz e 22°C durante 8 horas de escuro. Em pesquisa realizada por
Bencke e Droste (2008) com sementes de Vriesea gigantea, a germinagdo in vitro foi de
100% sob a temperatura de 26°C + 1. Droste et al. (2005) obtiveram taxas de germinagao
para V. gigantea e V. philippocoburgii de 99 % e 89 %, sob temperatura de 27 °C,
valores altos quando comparados aos encontrados para as quatro espécies de Vriesea do
presente estudo.

Para outros géneros de bromélias, também foram observados resultados com
elevadas porcentagens de germinagdo. Silva (2009) obteve 97 % de sementes germinadas
de Tillandsia adpressiflora sobre duas camadas de papel filtro e irrigadas com agua
destilada. Duarte et al. (2010), em trabalho com sementes de Dyckia goehringii alocadas

em camaras germinadoras em caixas de plastico sobre papel umedecido com dgua
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destilada, verificaram que as sementes germinaram melhor sob a temperatura de 25 °C
apesar da ocorréncia de germinacdo sob todas as temperaturas testadas, no intervalo de
25 °C a 35 °C, representando uma adaptabilidade as condi¢des naturais.

Poucos trabalhos citam a utilizagdo de temperaturas inferiores a 25 °C no cultivo
in vitro de bromélias, como por exemplo, Dyckia distachya (POMPELLI; GUERRA,
2004), Dyckia encholirioides (POMPELLI et al., 2006) e Tillandsia eizii (PICKENS et
al., 2003). Nestes trabalhos as culturas foram mantidas em salas climatizadas, com
temperaturas variando ao redor de 26 °C. No trabalho desenvolvido por Mollo (2009), as
sementes de Alcantarea imperialis ndo germinaram quando mantidas in vitro a 5 °C,
contudo, ocorreu até 80 % de germinagdo nos lotes mantidos in vitro a 26 °C e a 30 °C. A
mesma autora constatou que a porcentagem final de germinacdo foi a mesma sob
diferentes temperaturas utilizadas durante o cultivo in vitro (15 °C, 15 °C e 30 °C
alternados e 30 °C) quando em comparacdo com as condi¢des de sala de crescimento
(26 °C) in vitro.

Com relacdo as taxas de mortalidade de plantulas germinadas sob 32°C,
resultados similares foram encontrados em outros estudos. Em temperaturas altas, as
sementes de Aechmea nudicaulis e Streptocalyx floribundus ndo apresentaram
germinagdo, mostrando-se sensiveis a altas temperaturas (20°C alternando com 50°C), e
perderam a viabilidade apdés 720 horas de incubagdo nessa condicdo
(PINHEIRO; BORGHETTI, 2003), o que sugere que em seu habitat elas germinem em
microregides protegidas e ndo expostas continuamente ao sol.

Essa alta mortalidade de sementes/plantulas cultivadas sob temperaturas mais
altas, é discutida com base nos resultados encontrados por Chen et al. (1994) que
trabalhando com plantas de Phalaenopsis cultivadas in vitro, sugeriram que sob altas
temperaturas ha aumento da respiracdo e reducdo da absor¢do de CO,, resultando na
diminuic¢do da produ¢do de carboidratos, inibindo o crescimento e a floragao. Somado a
isto, o calor excessivo acelera o movimento das moléculas, as ligagcdes quimicas que
associam os dtomos tornam-se mais fracas e as camadas de lipidios das biomembranas
tornam-se mais fluidas (LARCHER, 2000).

E preciso levar em conta, ainda, que as bromélias-tanque, como as espécies de
Vriesea, sao beneficiadas pelo ambiente mais sombreado e imido, pois dependem da
dgua acumulada em suas rosetas para obter umidade e nutrientes provenientes do material

organico que € decomposto entre as folhas (BENZING, 1976). Assim, elas estdo
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adaptadas a condi¢des de temperaturas menores. Segundo Pereira et al. (2009), as
diferentes exigéncias de germinacdo das espécies podem indicar as caracteristicas do
habitat natural que ela ocupa.

De acordo com Borghetti (2005), as espécies tropicais apresentam a temperatura
minima entre 10 e 15 °C e a maxima préxima de 40 °C para germinacio, embora algumas
espécies apresentem germinacdo a 45 °C. Sementes de Neoregelia cruenta, Vriesea
burle-marxii Leme, V. ensiformis (Vellozo) Beer. e V. hieroglyphica (Carriére)
E. Morren, bromélias da Mata Atlantica apresentaram temperaturas minimas de 15 °C,
indicando a necessidade de temperaturas mais elevadas para a germinacdo (MERCIER;
GUERREIRO; FILHO, 1990). Pinheiro e Borghetti (2003) encontraram para
A. nudicaulis e S. floribundus temperaturas 6timas mais baixas, em comparacdo com
D. tuberosa, no intervalo entre 20 e 30 °C.

Além do efeito da temperatura, autores sugerem que a alta taxa de mortalidade de
plantulas ou taxas de germinacdo baixas in vitro em meio MS, pode estar associada a alta
concentracdo de sais presentes na formulag@o deste meio de cultura (SILVA et al., 2009).
No presente trabalho, foi utilizada uma diluicdo de Y% dos macronutrientes do meio MS,
valor este que pode ainda estar elevado, visto que o MS é um meio com elevada
concentragdo de sais.

Um estudo semelhante ao realizado no presente trabalho foi realizado por Vaz
et al. (2004), no qual avaliaram os efeitos da temperatura no crescimento de plantas
Psygmorchis pusilla (Orchidaceae) cultivadas in vitro. Esses autores mostraram que a
qualidade das plantas era obtida quando a temperatura de cultivo era mantida a 27°C, que
é proxima a temperatura da regido tropical do Brasil onde esta espécie ocorre
naturalmente. Também € interessante destacar que temperaturas constantes de 22 °C e
32 °C (temperaturas minima e mdxima do local de origem desta espécie) foram negativas
para o crescimento in vitro dessas plantas. Para as espécies de bromélias estudadas neste
projeto, apenas a temperatura de 32°C mostrou-se negativa, sendo que houve uma
variagdo entre as espécies quanto a temperatura sob a qual obtiveram melhor
desempenho, com relacdo as taxas de germinagéo e mortalidade, como j4 citado. Além da
resposta diferenciada das espécies as temperaturas, ndo houve homogeneidade e
sincronicidade na germinacdo. Resultados similares foram encontrados para sementes de
Dyckia tuberosa, sendo que préximo ao intervalo da temperatura 6tima ha uma maior

sincronizagdo (VIEIRA et al., 2007).
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Com base nestes resultados, pode-se inferir entdo, que o sucesso reprodutivo das
espécies estudadas é susceptivel a variagdes de temperatura. Além disso, pdde-se notar
que as formas de vida epifitas, como € o caso das espécies de Vriesea estudadas, sdo
sensiveis a distirbios e perturbagdes do habitat natural no qual se encontram ou a
alteracdes no microclima (HIETZ; HIETZ-SEIFERT, 1995, BENZING, 1998;
PADMAWATHE et al., 2004, WOLF, 2005). Estes fatos, somados a sua mortalidade
tipicamente alta, permite se inferir que as plantulas epifitas serdo as primeiras afetadas
pelas mudangas climéticas globais, nos estagios iniciais de desenvolvimento (BENZING,
1998; FOSTER, 2001). Espera-se que as epifitas sobrevivam apenas em posicdes
relativamente protegidas dentro dos habitats que hoje ocupam e serdo, certamente, as
primeiras indicadoras das alteragcdes no meio ambiente (WINKLER et al., 2005), como
mudangas climdticas globais (LUGO; SCATENA, 1992).

Como uma visdo geral do estudo de germinacdo e com base na comparagdo dos
estudos de germinacdo in vitro e ex vitro, pode-se afirmar que a germinagio ex vitro é
mais lenta que in vitro. Esse fato pode estar relacionado, dentre outros fatores, a
disponibilidade de 4gua e nutrientes in vitro, a presenca de regulador de crescimento
vegetal e ao processo de assepsia ao qual sdo submetidas as sementes introduzidas in
vitro, uma vez que o hipoclorito de sddio, amplamente utilizado em laboratérios para
realizacdo da assepsia dos explantes (MEIRELES et al., 2007), pode atuar como
promotor da germinagdo agindo até mesmo em casos de quebra de dorméncia. A sua
atuacdo € na escarificagdo do tegumento das sementes aumentando sua permeabilidade a
dgua, oxigénio e solutos, e na remocdo ou oxidacdo de compostos inibitérios da
germinagdo. Esse fato pode contribuir para um menor tempo na germinagdo das sementes
in vitro quando em comparacio com as sementes germinadas ex vitro (MEIRELES et al.,
2007).

Além disso, nos estdgios iniciais de vida, espécies de Tillandsioideae sdo
equipadas por camadas mais densas de tricomas escamiformes do que em estdgios de
plantas adultas (MADISON, 1977; ADAMS; CRAIG, 1986). Esses tricomas reduzem a
perda de dgua e aumentam a sua absor¢do, mas por outro lado, limitam a fotossintese
(ADAMS; CRAIG, 1986) quando a superficie da folha esta imida e os estdmatos ficam
recobertos parcialmente pelas escamas impedindo as trocas gasosas (BENZING, 1978).
Como nas condicdes in vitro, a planta ndo depende da fotossintese para se desenvolver ja

que elas tém crescimento heterotréfico (INOUE et al.,, 1998), esses tricomas ndo
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prejudicam seu desenvolvimento, pelo contrdrio, auxiliam na absorcdo de dgua. J4 as
plantas cultivadas ex vitro, tem sua fotossintese reduzida, quando em dias tmidos,
ficando retardadas no desenvolvimento.

Ademais, as taxas de germinacdo foram maiores in vitro. Uma vez que a
proporcdo de estabelecimento das sementes germinadas é diretamente influenciada pela
disponibilidade e contato com a dgua, esse fato poderia explicar as maiores propor¢des de
germinacdo em condigdes in vitro em placas de Petri (ACEVES; WOLF, 2008).
Entretanto, isto ndo foi observado quando comparamos as taxas de germinacdo ex vitro
com as taxas in vitro, sob a temperatura de 32 °C, confirmando que esta temperatura foi
realmente prejudicial ao processo germinativo das espécies estudadas.

Assim, as condicdes de germinagdo in vitro aqui utilizadas sdo efetivas para
obtencdo de melhores resultados € de um maior nimero de plantas e superam as
deficiéncias e problemas expostos pela germinacdo ex vitro. Somado a isso, a germinagao
in vitro contribui para um melhor entendimento do comportamento das espécies, pois
permite a detec¢do das diferencas entre elas e garantem a inferéncia de seu
comportamento no habitat natural.

Os resultados obtidos neste trabalho com a germinacao in vitro podem subsidiar a
conservagdo em laboratdrio das espécies estudadas e o estabelecimento de um banco de
germoplasma in vitro. A conservacdo de germoplasma de bromelidceas deve ser feita a
partir de sementes oriundas de populacdes amostradas e por isso € determinante um
protocolo para a germinacdo in vitro e obtencdo de plantulas que serdo os explantes de

partida pra a conservacao.

5.2. Analise morfoanatomica do desenvolvimento de plantulas de espécies de Vriesea

As sementes de Vriesea carinata, V. friburgensis, V. paraibica e V. simplex sdo
pequenas, filiformes, com tegumento castanho amazonzado e longo apéndice plumoso
esbranquicado em apenas uma das extremidades da semente (Figuras 8A e 9A, 10A, 11A
e 12A).

A germinacdo das sementes iniciou-se entre o terceiro e o quarto dia apds a
introducdo das sementes in vitro, observando-se sequéncia similar de etapas nas quatro

espécies estudadas. Inicialmente observa-se, a partir da extremidade onde se forma o
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apéndice plumoso, a extrusdo da raiz primdria rudimentar e da bainha cotiledonar
(Figuras 8B e 9B, 10B, 11B e 12B). Na bainha cotiledonar o 16bulo foliar foi observado
em V. carinata, V. friburgensis e V. simplex, ndo sendo caracteristico em V. paraibica. Na
sequéncia observa-se a extrusdao do primeiro edfilo (Figuras 8C e 9C, 10C, 11C e 12C),
ao redor de 15 dias e do segundo edfilo, ao redor de 20 dias (Figuras 8D e 9D, 10D, 11D
e 12D).

A epiderme dos edfilos apresenta grande quantidade de tricomas escamiformes
desde o inicio do desenvolvimento. O segundo edfilo possui caracteristicas morfoldgicas
similares ao primeiro e, com a sua formacdo, observa-se o inicio de um pequeno tanque
com a sobreposicio do primeiro edfilo pelo segundo. Ao redor dos
40 dias ja observa-se a planta jovem formada (Figuras 8E, 9E, 10E, 11E e 12E).

Nas seccodes longitudinais de sementes em processo incial de germinacdo
(Figuras 9F, 10F, 11F e 12F) de todas as espécies estudadas, é possivel a observacdo do
cotilédone haustorial no interior do tegumento da semente, em contato com o endosperma
(Figura 10F) e de formato cilindrico. Além disso, pode-se visualizar o procambio, a
protoderme, restos do tegumento da semente, o dpice meristematico caulinar e o(s)
eofilo(s) em formacdo a partir do meristema apical caulinar. Nas quatro espécies
observou-se a raiz primdria vestigial, de tamanho bastante reduzido, com ou sem a
presenca de coifa, esta observada principalmente em seccdo longitudinal de
V. friburgensis (Figura 10F). Néo € possivel a distincdo de meristema apical radicular nas
seccgoes histoldgicas observadas; possivelmente nas fases de desenvolvimento observadas
a raiz primdria ja cessou seu desenvolvimento. O hipocétilo, também bastante reduzido
em tamanho pode ser observado entre a bainha cotiledonar e a raiz primdria, em todas

asespécies.
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Figura 8 - Semente, germinagao e plantula de Vriesea sp in vitro ilustrando as seguintes etapas:
semente (A), na qual observa-se o apéndice plumoso (AP) e o tegumento (T) que
envolve o embrido; inicio da extrus@o da raiz primdria e bainha cotiledonar (B);
emissdo do primeiro edfilo (C); emissdo do segundo edfilo (D); planta jovem (E). Em
C e D o apéncdice plumoso teve seu tamanho reduzido a fim de se evitar
contaminac¢des quando in vitro. BC = bainha cotiledonar, CH = cotilédone haustorial
observado por transparéncia no interior do tegumento; EoP = primeiro edfilo; EoS =
segundo eofilo; H = hipocétilo; RP = raiz primdria. Barras:1 mm



Figura 9 - Vriesea carinata. Vista frontal da morfologia da semente, germinacdo e planta jovem: semente (A); inicio da extrusdo da raiz primdria e
bainha cotiledonar (B); emissdo do primeiro edfilo (C); emissdo do segundo edfilo (D); planta jovem (E). Seccdo longitudinal da semente
contendo o embrido cinco dias apds o inicio da germinacgdo (F). AP = apéndice plumoso; BC = bainha cotiledonar; CH = cotilédone
haustorial; EoP = primeiro eéfilo; EoS = segundo edfilo; Es = escama; H= hipocétilo; LF = I6bulo foliar; MAC = meristema apical caulinar;
PC = procambio; PD = protoderme; PE = primérdio de edfilo; T = tegumento. Barras: A-E = 1 mm; F= 100 pm.



Figura 10 - Vriesea friburgensis. Vista frontal da morfologia da semente, germinacéo e planta jovem: semente (A); inicio da extrusdo da raiz primaria e
bainha cotiledonar(B); emissdo do primeiro edfilo (C); emissdo do segundo edfilo (D); planta jovem (E). Seccio longitudinal da semente
contendo o embrido seis dias apds inicio da germinacdo (F). AP = apéndice plumoso; BC = bainha cotiledonar; C = coifa; CH = cotilédone
haustorial; EoP = primeiro eéfilo; EoS = segundo eéfilo; Es = escama; H = hipocétilo; LF = 16bulo foliar; MAC = meristema apical caulinar;
PC = procambio; PD = protoderme; PE = primérdio de edfilo; RP = raiz primdria; T = tegumento. Barras: A-E = 1 mm; F = 200 pm.



Figura 11 - Vriesea paraibica. Vista frontal da morfologia da semente, germinagdo e planta jovem: semente (A); inicio da extrusdo da raiz primadria e
bainha cotiledonar (B); emissao do primeiro eéfilo (C); emissdo do segundo edfilo (D); planta jovem (E). Seccdo longitudinal tangencial da
semente contendo o embrido doze dias apds inicio da germinacdo (F). Em D o apé€ncdice plumoso teve seu tamanho reduzido a fim de se
evitar contaminagdes quando in vitro. AP = apéndice plumoso; BC = bainha cotiledonar; CH = cotilédone haustorial; EoP = primeiro
e6filo; EoS = segundo edfilo; Es = escama; H= hipocétilo; LF = 16bulo foliar; PC = procambio; PD = protoderme; RP = raiz primaria; T =
tegumento. Barras: A-E = 1 mm; F =200 um.



Figura 12 - Vriesea simplex. Vista frontal da morfologia da semente, germinacio e planta jovem: semente (A); inicio da extrusdo da raiz primaria e
bainha cotiledonar (B); emissdo do primeiro eéfilo (C); emissdo do segundo eéfilo (D); planta jovem (E). Seccdo longitudinal da semente
contendo o embrido com oito dias de germinacdo (F). Em D o apéndice plumoso teve seu tamanho reduzido a fim de se evitar
contaminacdes quando in vitro. AP = apéndice plumoso; BC = bainha cotiledonar; CH = cotilédone haustorial; EoP = primeiro eéfilo; EoS
= segundo edfilo; Es = escama; H= hipocétilo; LF = 16bulo foliar; MAC = meristema apical caulinar; PC = procambio; PD = protoderme;
PE = primérdio de edfilo; RP = raiz prmadria; T = tegumento. Barras: A-E = 1 mm; F = 100 pm.
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Sementes pequenas sao vantajosas para epifitas uma vez que um habitat pode ser
recoberto por um maior nimero de sementes, aumentando a chance de que um nimero
adequado de sementes se disperse em local com condi¢des apropriadas para a
germinagdo. Além disso, sua grande proporcdo superficie-volume favorece a rdpida
absorcdo de dgua (MADISON, 1977). Por outro lado, sementes pequenas possuem
reservas limitadas (BENZING, 1990), acarretando, muitas vezes, em altos indices de
mortalidade (HOWE; SMALLWOOD, 1982; JAKOBSSON; ERIKSSON, 2000). Assim,
a germinacgdo e o estabelecimento das plantulas sdo os estdgios mais vulnerdveis no ciclo
de vida das plantas (HARPER, 1977). Apesar deste fato, o processo de germinacdo estd
entre os aspectos menos estudados da reprodugdo de bromélias (SCATENA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2008; SILVA, 2009).

As caracteristicas das sementes também foram observadas por Mantovani e
Iglesias (2005); Pereira et al. (2008) e Silva e Scatena (2011). Silva et al. (2009) verificou
a existéncia de revestimento de mucilagem em sementes de Aechmea (Bromelioideae),
presenga de ala membrandcea em sementes de Dyckia (Pitcairnioideae) e de apéndices
plumosos na por¢ao micropilar em T7illandsia (Tillandsioideae). Assim, esse aspecto se
apresenta como um importante caractere em nivel infra-familiar. Nossos resultados
corroboram com este fato, reiterando a sua importancia para a taxonomia da familia.
Segundo Benzing (2000) e Silva e Scatena (2001), os apéndices desta sub-familia
constituem uma plumagem que contribui efetivamente para a dispersdo anemocdrica
disseminando as sementes que podem germinar na maioria dos lugares onde caem, e
assim, contribuindo para o sucesso da dispersao.

As diferentes etapas do desenvolvimento pés-seminal também foram verificadas e
descritas por outros autores, como Pereira et al. (2008), Tillich (2007), Scatena et al.
(2006), Silva (2009), Silva e Scatena (2011) em espécies de Tillandsioideae. Silva e
Scatena (2011) observaram que a germinagdo de Tillandsia adpressiflora iniciou com a
emissdo do cotilédone haustorial na extremidade na qual se localizam os apéndices, oito
dias apds a embebicdo e sem a formagdo de raiz primaria. Dezesseis dias apds a
embebicdo ocorre a emergéncia do primeiro edfilo e apds 23 dias observa-se a formagao
de pequeno tanque pela emergéncia do segundo edfilo. A partir de 40 dias apds a
embebicdo observa-se a planta jovem formada com inicio de formacdo de raizes

adventicias. Nesta espécie, o tempo para germinagdo foi mais longo do que observamos



84

para as espécies de Vriesea do presente estudo. No entanto as condi¢des de germinagao
foram também diferentes, como uso de GA; e germinacdio em meio de cultura,
diferentemente de Silva e Scatena (2011), que realizaram germinacao em papel de filtro.
A germinacdo mais rdpida pode também ser uma caracteristica de espécies do gé€nero
Vriesea, ja que Pereira et al. (2008), trabalhando com Vriesea heterostachys nas mesmas
condicdes de Silva (2009) observou que a germinacao ocorreu ao redor do 4° dia.

A presenca de tricomas para absorcdo logo no inicio do desenvolvimento da
plantula e o tamanho reduzido da raiz primdria estdo de acordo com a caracteristica
epifita das bromélias deste género (MANTOVANI; IGLESIAS, 2005). Silva (2009)
também verificou a presenca das escamas em todas as fases do desenvolvimento pds-
seminal em representantes das trés subfamilias. Scatena et al. (2006) observaram a
formacdo de pequeno tanque com a emissdo do segundo edfilo, como foi verificado para
as espécies de Vriesea no presente estudo. O tanque permanece em uma posi¢do vertical
devido a presenca do haustdrio e é capaz de armazenar dgua e serrapilheira para sua
nutricdo, em seu habitat nativo (SCATENA et al., 2006).

As etapas do desenvolvimento pds-seminal aqui observados corroboram em parte
com os resultados apresentados por Pereira et al. (2008). Estes autores observaram que
para as espécies de Bromelioideae e Pitcairnioideae, a germinag@o iniciou-se com o
rompimento do tegumento e prostrusdo da raiz primdria, enquanto que para as espécies de
Tillandsioideae, a germinag¢do iniciou-se com a emergéncia da bainha do cotilédone, com
a raiz primdria em inicio de desenvolvimento, posteriormente observando-se o
desenvolvimento da raiz primdria, com a presenca da coifa. Para as espécies de Vriesea
de nosso estudo foi observada a formagdo de raiz primaria rudimentar apenas,
observando-se o hipocétilo inconspicuo, como regido intermedidria entre a raiz priméria e
a bainha cotiledonar, como descrito por Tillich (2007) e observado também por Pereira et
al. (2008). Em V. friburgensis, uma estrutura recobrindo a raiz primdria rudimentar foi
também observada, possivelmente a coifa, também descrita por Pereira et al. (2008) em
V. heterostachis. Nas espécies de Vriesea estudadas no presente trabalho, ndo observou-
se o desenvolvimento de raizes secundarias, como observado por Pereira et al (2008).

Em espécie do género Tillandsia, Scatena et al. (2006), Silva (2009) e Scatena e
Silva (2011) verificaram que o primeiro 6rgdo que emerge do envoltério seminal foi o

haustério, juntamente com a bainha cotiledonar, sem o desenvolvimento de raiz primaéria.
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A auséncia de raiz primdria e uma completa diferenciag¢@o do cotilédone em haustério sdao
consideradas caracteristicas derivadas em Bromeliaceae e em outras plantulas de
monocotileddneas, com importincia taxondmica (TILLICH, 2000). Além disso, devido
ao habito epifita das espécies de bromélias da sub-familia Tillandsioideae, as plantas
apresentam raizes rudimentares ou ausentes cuja funcdo é a fixa¢do das plantas nas
arvores, sendo os tricomas foliares muito eficientes na absorcdo de dgua e nutrientes
(BENZING, 2000). Em contrapartida, espécies rupicolas e terrestres desenvolvem
consideravel volume de raizes funcionais (PAULA; SILVA 2004).

Uma vez que o cotilédone ndo se desprende do tegumento da semente, mantendo
o haustério no interior da semente, a plantula ¢ denominada criptocotiledonar. Parte do
cotilédone ¢é folidceo e emerge da semente na forma de bainha cotiledonar (TILLICH,
2007). Internamente a semente observa-se o endosperma, tecido de reserva, sendo que a
absorcdo e transferéncia de compostos de reserva para a plantula em germinagdo sdo
feitas pelo cotilédone haustorial, érgdo que ocorre em poucas espécies de dicotiledoneas,
mas onipresente em monocotileddneas (GARWOOD, 1996). Essa caracteristica foi
também observada em membros das outras subfamilias de Bromeliaceae. Silva (2009)
observou que todas as espécies por ela estudadas, apresentaram plantulas
criptocotiledonares: Aechmea bromeliifolia, A. castelnavii (Bromelioideae); Dyckia
duckei, D. racemosa (Pitcairnioideae) e Tillandsia adpressiflora (Tillandsioideae),
evidenciando que esse caractere ndo deve ser considerado na distin¢do de subfamilias.
Segundo classificacdo de Garwood (1996), o tipo de planta analisada no presente estudo é
criptocotiledonar/epigea com cotilédone de reserva.

Em relacdo a descricdio do desenvolvimento pds-seminal desta espécie e sua
comparagdo com a das subfamilias Pitcairnioideae, Bromelioideae, Pereira et al. (2008)
observou que ha diferencas morfoldgicas marcantes e peculiares aos géneros. A descri¢do
do padrio de desenvolvimento pés-seminal obtido pelo autor para a subfamilia
Bromelioideae envolve a presenga de bainha cotiledonar curta, hipocétilo bem reduzido
ou inexistente na plantula e a raiz primdria cresce moderadamente em comprimento. Ja
em Pitcairnioideae a bainha cotiledonar é grande, o hipocétilo é evidentemente alongado
e a raiz primdria € medianamente desenvolvida. Finalmente, para Tillandsioideae, como
corroborado neste trabalho, a bainha cotiledonar apresenta-se com tamanho mediano, e ha

forte tendéncia da raiz primdria ser ausente.
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5.3. Ajuste mineral do meio de cultura

Ap6s cultivo das plantas nos diferentes meios de cultura testados, observou-se que
todos os tratamentos exibiram crescimento e coloracdo das folhas semelhantes,
aparentemente ndo sendo visiveis caracteristicas de deficiéncias ou excesso de nutrientes.
A massa de matéria fresca e a massa de matéria seca para todas as espécies estudadas
quando cultivadas nos nove meios de cultura e nos controles formulados sio bem
semelhantes dentro de cada espécie.

Observa-se nas Figuras 13 e 14, que as massas de matéria fresca e seca seguem o
mesmo padrdo, nos diferentes tratamentos e espécies, sendo que V. paraibica acumulou
mais massa de matéria fresca e seca em relacdo as demais espécies em todos os

tratamentos com exce¢do do tratamento 2 para massa de matéria fresca.
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Figura 13 - Média de trés repeticdes de massa de matéria fresca de plantas provenientes dos
diferentes tratamentos para cada espécie. C= controle; T= tratamento. CI1
corresponde ao meio M4 (ARANDA-PERES et al., 2009)
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Figura 14 - Média de trés repeticdes de massa de matéria seca de plantas provenientes dos
diferentes tratamentos para cada espécie. C= controle; T= tratamento. CI1
corresponde ao meio M4 (ARANDA-PERES et al., 2009)

A andlise de varidncia da producdo de massa fresca revelou significincia
(P < 0,15) para interacdo entre as doses de N e Mg fornecidas no meio de cultura para
todas as espécies com excegdo de V. paraibica, ajustando-se a modelo polinomial para as
demais espécies. Para V. paraibica, as doses de cada nutriente avaliadas separadamente
também ndo acarretaram em diferencas significativas no acimulo de matéria fresca.
Assim, os tratamentos ndao promoveram efeitos significativos nesta espécie, sob as
condicdes do presente experimento, o que pode refletir a baixa exigéncia nutricional
destas plantulas em N e Mg.

Para V. carinata, ocorreu interacdo significativa entre as doses de N e Mg para a
producdo de massa de matéria fresca, sendo que, o ponto de maxima producdo de matéria
fresca foi obtido com as doses deN de 336 mg L'e deMg de 18 mg L' (tratamento 7) e o
ponto de minima produgdo de matéria fresca foi obtido com as doses de N de 112 mg L™

e de Mg de 54 mg L! (tratamento 3) (Figura 15).
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Figura 15 - Producdo de massa de matéria fresca de Vriesea carinata em fungdo das
combinacdes de doses de nitrogénio (N) e de magnésio (Mg) no meio de cultura

Para V. friburgensis, também houve interagcdo significativa entre as doses de N e
Mg para a produgdo de massa de matéria fresca (Figura 16), sendo que, a maxima
producdo foi obtida com o suprimento das doses de N de 210 mgL"' e de Mg de
54 mg L™ (tratamento 6). Assim, pode-se observar que para esta espécie doses mais
elevadas de magnésio, combinadas com doses intermedidrias de nitrogénio para o
intervalo de doses avaliado proporcionaram as melhores respostas. A menor producio de
matéria fresca ocorreu na combinacdo da dose mais alta de N (419 mg L’l) com a dose

mais baixa de Mg (18 mg L™). A concentracio de N e Mg utilizada nos controles exerceu
um efeito inibitdrio no crescimento.

88



89

Y =3.262+0,013N -0.116Mg - 0.00004N" + 0.000INM¢g + O,O()lMg2 (B* = 0,55%)
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Figura 16 - Producio de massa de matéria fresca de Vriesea friburgensis em fungdo das
combinagdes de doses de nitrogénio (N) e de magnésio (Mg) no meio de cultura

O comportamento da V. Simplex foi similar ao registrado para V. friburgensis,
reforcando o efeito inibidor diante da mais alta concentracdo de N e da mais baixa de
MG, indicando uma possivel inibicdo competitiva entre os fons NH;" e Mg2+, devido ao
excesso de N fornecido no meio de cultura. Por outro lado, pode-se observar maior

producgdo de massa fresca na combinacdo da dose de N de 112 mg L' com a mais alta
dose de Mg (54 mg L'l) (tratamento 3).
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Figura 17 - Producio de massa de matéria fresca de Vriesea simplex em fungdo das combinagdes
de doses de nitrogénio (N) e de magnésio (Mg) no meio de cultura

Com relagdo a V. hieroglyphica, a dose de N de 336 mg L combinada com a de
Mg de 54 mg L™ (tratamento 9) promoveu maior producio de matéria fresca (Figura 18).
Ja a menor producdo de matéria fresca ocorre com a combinagdo menor dose de N (112

mg L) combinada com a dose intermedidria de Mg (36 mg L) (tratamento 2).
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Figura 18 - Producdo de massa de matéria fresca de Vriesea hieroglyphica em funcio das
combinagdes de doses de nitrogénio (N) e de magnésio (Mg) no meio de cultura

Quanto a producdo de massa seca, observou-se intera¢do significativa entre as

doses de N e Mg somente para V. carinata (Figura 19). Observa-se por meio da
superficie de resposta, que o aciimulo de massa seca segue as mesmas caracteristicas do

acumulo de massa fresca (Figura 15), sendo que a maior producéo foi obtida com a dose
de N de 336 mg L' combinada com a de Mg de 18 mgL" e a menor produgio foi

observada na combina¢do da mais alta dose de Mg com a mais baixa de N.
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Figura 19 - Producdo de massa de matéria seca de Vriesea carinata em fungdo das combinacdes
de doses de nitrogénio (N) e de magnésio (Mg) no meio de cultura

Com base nas andlises das superficies de resposta, pode-se inferir que as espécies
tém diferentes exigé€ncias nutricionais em termos de N e Mg .

Das espécies analisadas, V. friburgensis, V. simplex e V.hieroglyphica produziram
maior quantidade de massa matéria fresca mediante suprimento de doses altas de Mg,
enquanto que V. carinata o fez com suprimento de dose mais baixa deste nutriente (18
mg L™). Deve-se observar, também, que para V. carinata e V. hieroglyphica a dose de N
de 336 mg L™ foi necessdria para garantir a maior produgdo de massa de matéria fresca.
Ja para a espécie V. simplex a dose de N de 112 mg L foi suficiente para garantir a
maéxima producdo e para V. friburgensis, a dose de N de 210 mg L' proporcionou maior

actmulo de massa de matéria fresca.
Para a espécie V. carinata e V. hieroglyphica, as doses de N e Mg utilizadas nos
tratamentos controle (419 mg L' e 36 mg L', respectivamente) acarretaram em um

actimulo de massa fresca situada na regido da superficie de resposta contendo os maiores
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valores. Por outro lado para V. friburgensis e V. simplex, essas doses causaram reducao
na produgdo de biomassa fresca.

A andlise dos teores de nutrientes nas folhas das espécies de Vriesea cultivadas in
vitro, mostram que para V. carinata, V. friburgensis e V. hieroglyphica, os teores de N e
Mg na folha se mantiveram proporcionais as doses fornecidas nos tratamentos sendo que,
para V. carinata, quanto maior o teor de N na folha, maior o de Mg, com exce¢do do
tratamento oito. Para as demais espécies, os teores de N e Mg nas folhas das plantas ndo
seguiram a propor¢ao das doses fornecidas, sendo que em todos os tratamentos os teores
foram semelhantes (Tabela 6). Em V. carinata, os controles, que receberam doses
maiores de N, também apresentaram teores mais altos deste nutriente. Em V. friburgensis
e V. hieroglyphica ocorreu o inverso. Para todas as espécies os controles apresentam

teores de cdlcio mais elevados que nos tratamentos.
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Tabela 6 - Teores de nutrientes (mg kg™ de matéria seca) em folhas de cinco espécies de
Vriesea cultivadas em meio de cultura contendo nove diferentes
combinagdes de doses de nitrogénio e magnésio (em mg L) e dois
controles, C1 e C2.

V. carinata

Tratamento
(Doses de N:Mg) B Cu Fe Mn Zn Ca K Mg N P S

1(112:18) 21,8 4,6 1192,6 2174 146,5 4,0 244 1,2 304 7.5 277
2 (112:36) 31,3 6,8 1470,0 192,1 173,5 3,7 31,0 2,8 36,1 9,5 3,3
3 (112:54) 27,3 6,3 1313,3 220,8 201,8 4,7 33,6 4.4 35,2 10,0 4,0
4 (210:18) 28,0 7,0 1295,3 209,6 212,2 3,9 269 1,6 39,0 85 3,6
5(210:36) 24,2 8,6 1461,2 207,7 207,6 3.4 26,5 2,9 42,77 8,3 3,2
6 (210:54) 21,3 6,8 1043,5 180,6 2224 4,3 31,6 4,0 46,6 9.9 4,0
7 (336:18) 26,8 6,1 1117,1 169,0 230,7 3,0 204 1.4 448 7.4 3,8
8 (336:36) 16,6 6,0 888,3 163,3 190,7 4.4 24,1 2,4 348 7,7 4,0
9 (336:54) 18,5 8,1 1121,8 168,6 1759 3,8 22,6 3,4 45,1 8,7 3,8
C1 (419:36) 16,3 3,3 1004,9 72,1 1473 12,2 29,7 1,9 49,4 8,6 4,2
C2 (419:36) 19,5 8,3 1110,1 94,5 1653 14,5 339 2,0 51,4 9,7 5,2

V. friburgensis

Tratamento

(Doses de N:Mg) B Cu Fe Mn Zn Ca K Mg N P S
1(112:18) 354 4,3 1281,0 211,3 162,6 48 253 1,6 40,8 58 2,3
2 (112:36) 38,3 4,6 1916,7 170,2 1624 4,8 29,7 3,2 424 7,5 2,6
3 (112:54) 33,4 5,2 1525,0 224,3 163,4 4,3 30,3 3,6 43,1 7,9 2,9
4 (210:18) 31,9 4,8 1300,6 207,6 170,4 4,1 28,1 2,5 424 7,6 2,7
5(210:36) 33,5 5,1 1146,6 171,8 152,5 5,1 36,8 3,2 58,1 10,9 2,6
6 (210:54) 344 4,7 16554 210,9 1449 3,7 21,4 32 429 64 2,6
7 (336:18) 33,6 4,8 1444,6 179,4 184,1 45 229 1,8 61,0 7,7 2,8
8 (336:36) 38,3 4,4 1319,1 135,7 137,0 3,8 20,5 24 57,5 7,0 2,5

9 (336:54) 40,3 4,8 1626,3 139,2 140,7 3,8 21,5 3,5 63,8 7,2 2,8
C1 (419:36) 31,2 4,1 19649 166,7 119,3 14,7 19,3 1,5 458 4,3 27
C2 (419:36) 33,6 7,0 2789,3 115,8 118,8 12,5 204 1,5 31,8 4,6 6,9

Continua



Continuagdo

V. paraibica

Tratamento
(Doses de N:Mg) B Cu Fe Mn Zn Ca K Mg N P S

1(112:18) 27,2 7,2 996,2 2152 179,6 7,3 44,7 1,7 47,8 9,0 4,1
2 (112:36) 25,1 5,5 897,6 205,8 124,6 4,2 339 1,7 35,6 7,0 3,6
3 (112:54) 28,4 6,3 926,5 243,77 136,6 3,9 374 3,1 404 79 3,6
4 (210:18) 24,9 6,7 1163,1 236,0 152,8 4,1 33,1 1,8 42,0 85 4,0
5 (210:36) 27,9 8,8 1208,5 212,8 1794 4,3 36,0 2.4 41,1 89 4,6
6 (210:54) 34,1 7,7 1294,7 291,7 176,3 5,7 43,8 3,8 414 9,7 49
7 (336:18) 28,2 9,8 1851,6 389,4 259,1 8,2 49,8 2,8 59,3 13,3 5,7
8 (336:36) 24,5 7,5 969,3 2343 164,0 49 31,2 22 47,6 74 42
9 (336:54) 28,2 7,1 1199,5 2294 153,9 5,1 39,5 3,1 48,7 9,1 4,6
C1 (419:36) 28,9 4,7 8194 1633 125,1 12,4 345 1,9 48,8 6,1 4,7
C2 (419:36) 22,3 7,9 771,1 1509 136,0 14,9 35,5 1,7 43,8 7,8 5,1

V. simplex

Tratamento
(Doses de N:Mg) B Cu Fe Mn Zn Ca K Mg N P S

1(112:18) 47,3 5,7 919,5 2209 149,6 6,9 25,8 1,2 393 83 29
2 (112:36) 34,8 5,4 811,8 1909 167,0 5,1 25,8 2,1 379 74 3,1
3 (112:54) 30,3 5,5 768,0 1254 139,7 54 244 2,7 359 81 29
4 (210:18) 46,3 9,0 1298,9 251,7 170,3 7.4 19,6 1,5 32,5 99 3,5
5 (210:36) 46,8 6,4 1078,0 210,6 198,5 6,1 26,7 2,5 37,1 9,8 3,8
6 (210:54) 41,5 6,1 918,2 180,3 133,1 6,8 21,0 2,4 483 8,3 3,0
7 (336:18) 50,2 8,3 1253,7 246,2 207,4 10,0 34,1 1,8 50,9 10,8 4,2
8 (336:36) 41,5 7,0 1208,5 291,2 215,1 9,1 32,9 2,7 47,8 12,4 4,7
9 (336:54) 41,9 6,2 1205,2 209,2 173,3 7.1 26,9 2,7 53,5 9,3 3,5
C1 (419:36) 36,1 4,0 1113,1 90,3 155,0 13,7 25,0 1,4 53,5 8,1 4,2
C2 (419:36) 30,6 5,0 769,0 103,1 105,2 13,7 24,5 1,1 60,8 6,0 3,1

Continua
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Conclusdo
V. hieroglyphica

Tratamento
(Doses de N:Mg) B Cu Fe Mn Zn Ca K Mg N P S
1(112:18) 254 4,1 690,7 153 1319 4,2 20,7 1,5 41,3 64 1,5
2 (112:36) 374 52 1196 190,6 148,5 5,8 37,4 3,1 41,7 9,3 2,1
3(112:54) 36,3 5,1 878,5 178,1 133,8 59 36,3 3,6 48,0 10,4 2,2
4 (210:18) 424 5,1 804,7 2243 145,1 6,1 30 19 51,5 9,7 2
5(210:36) 3477 4,8 660,7 160,2 1146 5 29,5 22 59,0 8 1,9
6 (210:54) 38,7 6,5 1384,9 232,5 183,1 7,9 42,6 49 55,0 12,7 3
7 (336:18) 38 6 1406,2 236 183,5 6,5 34 19 639 98 28
8 (336:36) 31,2 4,6 849 185,7 134,5 6,1 28,6 2,5 53,8 8,6 2,1

9 (336:54) 42,8 5,7 959,2 206,5 157 7,0 31,9 3,8 65,7 10,1 2,6
C1(419:36) 349 7,2 24872 128 148 12,7 50,7 2 44,7 7,5 1,8
C2 (419:36) 35,1 7,6 3039,6 138,8 146,4 11,3 45,6 1,8 354 6,5 2,1

C1 corresponde ao meio M4 (ARANDA-PERES et al., 2009)

Com relagdo aos outros nutrientes, destaca-se para V. carinata, o teor de Cu mais
baixo para C1 e o teor de S (enxofre) levemente superior em C2. Para V. carinata e
V. paraibica, apesar de C1 ter recebido maior dose de Fe, as plantas dos dois tratamentos
controle apresentaram os menores teores deste nutriente. Para V. friburgensis, pode-se
destacar os teores de Cu e S mais altos em C2 e de ferro mais alto nos dois controles.
Para V. paraibica, o teor de Cu é menor em C1, que recebeu dose menor deste nutriente e
o teor de B (boro) € maior no tratamento 6. Para V. hieroglyphica, o teor de Cu é mais
alto e semelhante em ambos os controles e os teores de Fe dos controles sdo bem
superiores quando comparados aos demais tratamentos.

Com base nas superficies de resposta, hd relatos na literatura de respostas
diferenciadas em relacdo ao incremento do suprimento de nitrogénio no meio de cultura,
sendo que em alguns casos foi observado aumento no crescimento da planta
(RUSSOWSKI; NICOLOSO, 2003), em outros a quantidade de N ndo interferiu no
crescimento (GOMES; SHEPHERD, 2000) e ainda, houve casos em que a maior
quantidade de N acarretou em reducéo no crescimento (EVANS, 1993). Essas respostas
variaram conforme a espécie de planta utilizada e a fonte de N utilizada.

Kanashiro (2005), trabalhando com Aechmea blanchetiana, verificou que a altura

da plantula decresceu linearmente com o aumento de N no meio de cultura, no intervalo
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de 7,5 a 120 mmol L! (no meio M4 a concentracdo de N € de 29,9 mmol L'l), bem como
o crescimento em largura das folhas com niveis do nutriente superiores a 50 mmol L.
Com relag@o ao niimero de folhas, o incremento da concentrag@o de nitrogénio, acarretou
em aumento na quantidade de folhas. Ademais, a massa de matéria fresca diminui
linearmente com o aumento da quantidade de N, da mesma maneira como relatado por
Grossi (2000), que observou a mesma resposta para A. nudicaulis, considerando o
intervalo de doses de N de 1,78 a 30 mmol L. O mesmo ocorre com a massa de matéria
seca das plantulas. Considerando esse aspecto, Grossi (2000) ndo verificou diferenca
significativa com o aumento de N no meio de cultura.

Kanashiro (2005) afirmou que a concentragdo ideal de N para o crescimento
in vitro de A. blanchetiana em meio MS foi de 7,5 mmol L que promoveu a maior
producdo de massa seca e fresca. Além disso, foi relatado por este autor que
concentragdes maiores de N no meio mostraram-se excessivas.

Por termos observado interacdo significativa das doses de N e Mg para actimulo
de matéria fresca nas espécies de Vriesea estudadas (com excecdo de V. paraibica) e o
mesmo ndo ocorrer para acimulo de matéria seca (com excec¢do de V. carinata), é
possivel inferir que as doses estudadas influenciaram em outros fatores fisioldgicos.
Aparentemente, o estado nutricional da planta pode interferir na absor¢do de dgua pela
alteracdo do potencial osmético celular. Esse fato ja foi verificado por Lima Filho e
Malavolta (1997) em plantas de Stevia rebaudiana com deficiéncia em K (potdssio) que
apresentavam menor teor de dgua nas células. Lin e Yeh (2008), trabalhando com
Guzmania lingulata, verificaram que o teor de 4gua no parénquima agqiiifero e espessura
total das folhas aumentaram quando a concentracido de K fornecido era maior. Assim, o
K regula o potencial osmético das células (TAIZ; ZEIGER, 1991), desta forma podendo,
de fato, contribuir para a maior produgcdo de matéria fresca dos tecidos. Com a
diminuicdo da absor¢do de Ca nos tratamentos em comparacdo com os controles
(discutido adiante, Tabela 6) pode ter ocorrido efeito interidnico de inibicdo competitiva,
aumentando a absor¢do de K, e assim, também a de dgua. Esse fato é bastante evidente
para a espécie V. friburgensis, por exemplo, na qual os teores foliares de K nos controles,
nos quais a absor¢cdo de Ca é maior, varia de 19,3 a 20,4 mg L e nos tratamentos, nos

quais os teores foliares de Ca sdo menores, os teores de K variam de 20,5 a 36,8 mg L



98

Com relagdo aos teores dos nutrientes nas folhas, Kanashiro (2005) afirmou que a
concentracdo dos elementos nos tecidos é freqlientemente proporcional a concentragdao
inicial destes no meio de cultura. Como foi citado anteriormente, alguns elementos
seguem esta tendéncia em algumas espécies (teor de cobre mais baixo no C1 de
V. carinata, por exemplo) e, para outros, ndo hd uma propor¢ao entre a quantidade do
elemento fornecido e o seu teor na planta (teor de ferro mais baixo no C1 de V. paraibica
e V. carinata).

Kanashiro (2005) relatou que o teor de N nas folhas de Aechmea blanchetiana
ajustou-se ao modelo quadratico de regressdo com o incremento deste elemento no meio
de cultura no intervalo de 7,5 a 120 mmol L'l, sendo que o teor mais alto de N foi obtido
com 0 maior suprimento.

Para todas as espécies, o maior destaque se da ao teor de Ca (cdlcio) nas folhas
das plantas, sendo que nos dois controles, com concentracdes de N e Mg iguais ao do
meio M4 (ARANDA-PERES et al., 2009), o teor deste nutriente € cerca de duas a trés
vezes maior em relacdo aos demais tratamentos, com valores entre 11,3 e 14,9 mg.kg’l.
Considerando que Aranda-Peres et al. (2009) observaram que a maior quantidade de Ca
no meio de cultura M4, que resultou em maior teor de Ca nas folhas das plantulas, foi
responsdvel por maior acimulo de massa fresca e seca, a diferenca ndo significativa entre
os tratamentos deste experimento para as varidveis massa de matéria seca e fresca, pode
ter ocorrido por uma menor absor¢do de Ca quando sdo fornecidas a planta combinacdes
diferentes de doses de N e Mg daquelas do meio M4.

Os teores encontrados de N apresentaram valores mais altos do que os
encontrados no meio M4 (neste caso, variando entre 35 e 38 mg kg™). Chama-se atencio
para este resultado, visto que menos N foi fornecido para as plantas no presente estudo.
Ainda em comparacdo ao meio M4 do estudo de Aranda-Peres et al. (2009), as plantas do
presente experimento apresentaram teores de P mais altos que os encontrados no referido
trabalho, no qual situou-se préximo a 2 mg kg'l, teores de K mais baixos (no trabalho
daqueles autores variou de 42 a 45 mg kg'), teores mais baixos de Cu embora a
concentracdo fornecida deste nutriente tenha sido maior no presente trabalho e teores de
Fe mais altos na maioria dos tratamentos, embora este nutriente tenha sido fornecido em
menor quantidade ao meio de cultura. As espécies V. friburgensis e V. hieroglyphica, que

foram estudadas em ambos os trabalhos, apresentaram no presente estudo o mesmo
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comportamento das outras espécies, diferindo do comportamento das mesmas no trabalho
de Aranda-Peres et al. (2009).

Aranda-Peres et al. (2009) observaram que maiores doses de Ca no meio de
cultura M4 proporcionaram ndo somente um maior crescimento das plantulas, como
também uma maior absor¢do de outros nutrientes. Isso poderia explicar os teores mais
baixos de potdssio e cobre encontrados nas plantas utilizadas neste experimento, ji que
teores mais baixos de Ca foram absorvidos.

O objetivo principal do presente trabalho era diminuir a dose de N e aumentar a de
Mg, a fim de ajustar os niveis foliares destes nutrientes as recomendacdes para
Bromeliaceae, apresentados por Mills e Benton-Jones (1996). Entretanto, o teor de N
encontrado nas folhas das plantulas foi maior em relacdo aqueles observados por Aranda-
Peres et al. (2009). Os teores de Mg mantiverem-se semelhantes aos encontrados por
esses autores, indicando que as doses avaliadas destes nutrientes ndo causaram efeitos
positivos no crescimento in vitro das espécies de Vriesea. Como ja foi dito, isso pode ter
ocorrido pela queda no teor de Ca nas folhas destas plantas o que acabou afetando a
absorcao dos demais nutrientes, sendo que o meio M4 apresenta um desempenho superior
na propagacao in vitro destas plantas.

Aranda-Peres et al. (2009) afirmam que os maiores teores de Ca na planta
acarretaram em maiores teores de outros nutrientes, principalmente de N, K, Zn (zinco),
Mn (manganés) e B. No presente trabalho, somente para o K em V. hieroglyphica este
comportamento foi observado. Em V. simplex, apenas o teor de N foi maior nas plantas
provenientes do tratamento controle e, para V. carinata, os teores de N e K. Os demais
nutrientes citados por aqueles autores apresentaram teores menores ou semelhantes ao de
nossas plantas controle (com maiores teores de Ca) e as plantas dos demais tratamentos
de todas as espécies. Isso pode explicar o fato de que, mesmo possuindo maiores teores
de Ca, as plantas provenientes dos tratamentos controle obtiveram aciumulo de massa de
matérias fresca e seca semelhante as plantas dos outros tratamentos, jd que os aspectos
fisiologicos envolvidos no desenvolvimento destes atributos necessitam de todos os
nutrientes.

Segundo Hepler (2005), o Ca é um importante regulador celular, controlando o
desenvolvimento e crescimento nas plantas e atuando como mensageiro secundario

juntamente com proteinas. O Ca também desenvolve um papel importante na
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determinagdo da estrutura rigida da parede celular, estabiliza as camadas bilipidicas da
membrana celular através de associacdo com fosfolipideos provendo sua integridade e
estd envolvido no controle da permeabilidade da membrana. As plantas sdo capazes de
responder a estimulos diversos por meio da modulacdo da concentragdo de Ca. Além
disso, os ions Ca’" sdo utilizados na sintese de parede celular e sdo utilizados no fuso
mitotico durante a divisao celular (TAIZ; ZEIGER, 1991).

Benzing (2000), em trabalho com Tillandsia paucifolia, encontrou teores dos
nutrientes semelhantes nas folhas das plantas provenientes tanto de ambiente oligotréfico
e eutr6fico e também valores semelhantes aos do presente estudo. Verificou que o
exemplar eutréfico apresentava teores criticos de N e bem préximo do teor encontrado no
exemplar oligotréfico, indicando que essa espécie de bromélia estd adaptada a escassez
de nutrientes e ndo absorve nutrientes além do necessario.

Os fons interagem entre si, de modo que a absor¢do de um dado elemento pode
receber interferéncia pela presenca de outro. Esse efeito interidnico de absor¢do pode ser
classificado como antagonismo, inibi¢do competitiva ou ndo competitiva e sinergismo.
No primeiro caso, a presenca de um elemento inibe a absorcdo de outro, evitando a
toxicidade pelo segundo elemento. Na inibi¢do, ocorre a diminui¢do da absor¢do de um
elemento pela presenca de outro ion, podendo ser competitiva (quando os elementos tém
0 mesmo sitio ativo do carregador) ou ndo-competitiva. Para o sinergismo, a presencga de
um elemento aumenta a absorcdo de outro (MALAVOLTA, 1980; MALAVOLTA et al,,
1997). No presente estudo, as superficies de resposta de V. friburgensis e V. simplex
revelam que estas espécies apresentaram o menor acimulo de matéria fresca quando
foram fornecidas as plantulas doses baixas de Mg com doses altas de N. Para V. carinata
e V. hieroglyphica o menor acimulo é obtido com doses baixas de N e altas de Mg
combinadas. Esse fato poderia indicar que o NH,* e o Mg”** competem pelos mesmos
sitios de absor¢do — efeito inter-idnico de inibicdo competitiva. Entretanto, os teores de
ambos os elementos encontrados nas folhas refutam essa hipétese, uma vez que
aumentaram proporcionalmente com as doses fornecidas (isto €, quando as doses de N e
de Mg foram altas, os teores foliares seguiram o mesmo padrdo). Kanashiro (2005)
verificou que o teor de Mg nas folhas de A. blanchetiana decresceu linearmente conforme
0 aumento na quantidade de N suplementada ao meio de cultura, sendo que o menor teor

de Mg ocorreu com a dose mdxima de N. Sarmiento et al. (1994), em trabalho com
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oliveiras, verificaram um incremento no teor de Mg proporcional ao aumento na
concentracdo de N no meio, no intervalo de 0 a 20 mmol L.

Kanashiro (2005) verificou que com o aumento na quantidade de N fornecida, os
teores de Cu, N e K aumentaram nas folhas, enquanto que os teores de B, Mn e Zn
sofreram decréscimo. Ja os teores de Fe, P (fésforo) e Ca ndo sofreram alteracdes com
incremento de nitrogénio no meio de cultura. No presente estudo ndo se verificou uma
relacdo entre o teor dos nutrientes citados e o aumento do suprimento de N, sendo que o
teor dos nutrientes mostrou leve variagdo entre os tratamentos (com exce¢do dos
controles) sendo que, aparentemente, o fator variabilidade entre as plantulas afetou mais
do que o suprimento dos nutrientes. Além disso, no presente estudo houve variagdo
concomitante no suprimento de Mg, sendo que ndo é possivel verificar a acdo do N
sozinho.

Além da interac@o entre os fons (efeito inter-idnico de absor¢ao), hd uma série de
fatores que interferem na absor¢do dos nutrientes por plantulas cultivadas in vitro. Dentre
estes se destacam a composi¢cdo quimica do meio, estado nutricional da planta e
condi¢des fisicas do ambiente de cultivo (WILLIAMS, 1991). Além disso, em nosso
experimento foi utilizado meio de cultura solidificado com agar. Sabe-se que o agar nao
possui uma composi¢do mineral muito bem definida, fator que pode ter interferido nos
resultados obtidos. Ademais, no meio solidificado com agar, a disponibilidade de dgua e
dos minerais pode estar afetada, causando desequilibrio entre os nutrientes e, por sua vez,
indisponibilidade dos mesmos para o vegetal (DEBERGH, 1983). Entretanto, abordagens
similares as utilizadas no presente estudo foram utilizadas por Monteiro et al. (2000) com
maracuja e Aranda-Peres et al. (2009) com espécies de Vriesea, para determinacdo de
meio de cultura mais adequado para estas culturas.

Em estudos futuros, a fim de se otimizar a propagacdo destas espécies in vitro,
pode-se avaliar a utilizacdo de meio liquido, que além de evitar os problemas
supracitados, permite a absor¢do de nutrientes também pelas folhas. Sabe-se que as
epifitas sdo capazes de absorver nutrientes pelas escamas foliares e que este se constitui
no principal meio de nutricdo das mesmas. Entdo, esse aspecto também deve ser levado
em conta, como sugerido por Endres; Mercier (2003). Outro fator a ser abordado € a
utilizacdo de N em forma organica. Estudos nesse sentido ja vém sendo realizados e tem-

se que, muitas vezes, o nitrogénio organico (na forma de uréia ou aminoacidos) acarreta
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em maior acimulo de massa fresca pelas plantas epifitas quando em comparagdo com as
formas inorganicas (MERCIER et al., 1997; ENDRES; MERCIER, 2001; 2003). Outro

fator a ser testado é a utilizagdo de um intervalo mais amplo de doses de N e Mg,

buscando-se obter resultados e resposta mais precisas.

5.4. Aclimatizacao

As plantas, ainda in vitro e sob os tratamentos com e sem AIB no meio de cultura,
apresentaram diferencas quanto a presenca de raizes, sendo que as que passaram pelo
meio com AIB apresentavam raizes bem formadas e as provenientes de meio de cultura

sem o regulador de crescimento vegetal, ndo as tinham (Figura 20).

I7 carinata I friburgensis I7 paraibica I simplex

ComAIB

Sem AIB

Figura 20 - Plantulas de espécies de Vriesea provenientes de meio de cultura com ou sem AIB,
anteriormente a aclimatizacio

Durante o periodo avaliado do experimento de aclimatizagdo, as plantas ndo
apresentaram diferengas visiveis de tamanho e caracteristicas em geral, confirmando,
novamente, o crescimento e desenvolvimento lentos de plantas do género Vriesea. As

plantas de todos os tratamentos apresentaram as mesmas caracterisitcas.
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No tempo entre a transferéncia das plantas para as bandejas com os substatos em

casa de vegetacdo e cerca de 20 dias apds essa transferéncia, ocorreu uma infestaciao pelo

mosquito, popularmente conhecido com Sciara ou “fungus gnats”, na casa de vegetacao.

Por se tratar de um viveiro comercial, adaptado para receber plantas jovens que

necessitam de elevada umidade e no qual se encontravam outras plantas, o proprietario

teve que remediar a infestacdo e controlar outras contaminagdes, o que pode ter

contribuido ainda mais para a mortalidade das plantas.

Trés meses (120 dias) apds a transferéncia das plantulas cultivadas in vitropara

bandejas contendo trés diferentes substratos comerciais, verificou-se a taxa de

sobrevivéncia (Tabela 7).

Tabela 7 - Taxa de sobrevivéncia de plantas de quatro espécies de Vriesea cultivadas in
vitro, com passagem ou ndo por meio de cultura contendo d4cido
indolbutirico (AIB), 120 dias apds a transferéncia das mesmas para bandejas

contendo trés tipos de substratos comerciais para aclimatiza¢io

ESPECIES SUBSTRATOS
Com AIB (%)
Vivatto ® Tropstrato ® Bioplant ®

V. carinata 28 56 44

V. friburgensis 72 40 8

V. paraibica 24 84 44

V. simplex 16 40 28
Sem AIB (%)

V. carinata 48 72 68

V. friburgensis 56 80 56

V. paraibica 64 88 80

V. simplex 48 60 64

A taxa de sobrevivéncia observada foi varidvel, considerando-se espécies e

substratos utilizados, sendo relativamente baixa, em comparagdo com outros estudos,

como o realizado por Aranda-Peres (2005) com Aechema nudicaulis, que obtiveram

100% de sobrevivéncia. Oliveira et al. (2007), trabalhando com Ananas comosus,

obtiveram 96% de sobrevivéncia durante a aclimatizag¢do das plantulas.

No presente estudo, a alta mortalidade das plantas provavelmente ocorreu pela

infestacdo mencionada.
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“Fungus gnats”, ou mosquito de fungos, como sdo chamados popularmente
mosquitos do gé€nero Bradysia (Diptera: Sciaridae) sdo insetos comuns a producdo de
plantas em casa de vegetacdo (HARRIS; OETTING; GARDNER, 1995). Os adultos tém
cerca de 2 mm de comprimento, sdo freqiientes na 4rea imediatamente acima da
superficie do substrato e completam seu ciclo de vida em dois ou trés dias. As fémeas
depositam em torno de 30 a 70 ovos na superficie do solo. Apds a eclosdo dos mesmos,
quatro estagios larvais se desenvolvem no topo da superficie do solo, seguidos de estagio
de pupa. O ciclo de vida inteiro dura aproximadamente 21 dias. Os estdgios larvais se
alimentam de raizes e fungos. Kennedy (1984) afirma que a larva do mosquito se
alimenta naturalmente de fungos, mas se estes ndo estiverem presentes em quantidades
suficientes ao redor das plantas, elas passam a se alimentar de tecidos das raizes, abrindo
galeria nas mesmas e as necrosando por completo. Os danos causados nas raizes por estas
larvas podem ser bem severos e capazes de prejudicar a produgdo das plantas (HARRIS
et al., 1995). O substrato nos potes que contém alta quantidade de matéria orgénica e de
umidade promove o crescimento de algas e fungos proporcionando condicdes ideais para
reproducdo do mosquito (EPENHUIJSEN; PAGE; KOOLAARD, 2001). As larvas de
algumas espécies de Bradysia atacam tecidos saudédveis de plantas de importancia
econdmica como batatas, trigo, alfafa e de plantas ornamentais, como bulbos de tulipas,
begdnias, gerdnios, orquideas jovens. Esses mosquitos sdo um problema nas estufas da
Flérida, sendo que muitos produtores t€m dificuldade em controlar adequadamente esses
insetos (MEAD; FASULO, 2001). Problemas com esse mosquito podem vir a ocorrer em
condi¢des de umidade alta (MEAD; FASULQO, 2001). O sintoma observado nas plantas é
o rapido amarelecimento e murchamento, decorrentes da interrup¢do do suprimento de
dgua e nutriente (OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, 2011). Plantas jovens sio
especialmente susceptiveis as injurias causadas pela alimentacdo das larvas do mosquito
(CLOYD; DICKINSON, 2006). Além dos danos diretos causados pelas larvas, estas sdo
ainda vetores de outros patégenos (GILLESPIE; MENZIES, 1993).

Para evitar contaminacio por outros patdgenos pelas raizes atacadas, foi aplicado
diéxido de cloro estabilizado a 7%, da marca comercial Dioxiplus ®, nas plantulas e
raizes. O diéxido de cloro € utilizado pela sua ag@o bactericida e fungicida, sendo um

desinfetante potente. Para controle biolégico do mosquito, foi utilizado o 4caro predador
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Stratiolaelaps scimitus (Acari: Laelapidae), da marca comercial Stratiomip ®, que se
alimenta de larvas e ovos do mosquito.

Assim, em decorréncia dos problemas acima elucidados, ndo foi possivel a
realizacdo de andlises mais precisas e detalhadas visando avaliar o efeito da utilizagcdo de

AIB no meio de cultura para indugdo de raizes, anteriormente a transferéncia das

plantulas para o substrato ou o efeito dos substratos no sucesso da aclimatizacao.

5.5. Analise morfo-anatomica de folhas de quatro espécies de Vriesea

Em todas as espécies estudadas a epiderme ¢é uniestratificada, com paredes pouco
espessadas e com células de formato eliptico nas folhas provenientes de casa de vegetagao.
Nas plantas de ambiente in vitro, o formato das células epidérmicas € variado, de formas
alongadas a elipticas, com contornos geralmente sinuosos. Em ambos as condicdes de
cultivo, a epiderme das duas faces foliares € semelhante com excecdo de estdmatos que
estdo presentes apenas na epiderme abaxial (Figura 21).

As escamas estdo implantadas na epiderme por um pediculo, constituido de célula
de domo mais trés ou quatro células apoiadas em duas células basais. As células do
pediculo sdo vivas, e por isso intensamente coradas, de formato quadrado ou retangular, de

paredes finas e inseridas na base do escudo (Figura 22).
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Figura 21 -Secc¢des transversais do mesofilo de folhas de Vriesea adultas cultivadas em casa de
vegetacdo (A, C, E, G) e cultivadas in vitro em culturas de aproximadamente 1,5 anos
(B, D, F, H). V. carinata (A, B); V. friburgensis (C, D); V. paraibica (E, F); V. simplex
(G, H). CA= canal de aeracdo; Eab= epiderme abaxial; Ead= epiderme adaxial; En =
endoderme; Es= esacama; Et= estdmato; FEV= fibras extra-vasculares; FV= feixe
vascular; Hd= hipoderme; PA= parénquima agqiiifero; PC= parénquima clorofiliano;
cabeca de seta = réifide; asterisco = cAmara subestomatica
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Figura 22 - Detalhes do mesofilo de folhas de Vriesea de plantas adultas cultivadas em casa de vegetacdo e de plantulas cultivadas in vitro
por cerca de 1,5 anos. Vista frontal de escama e estomato de V. friburgensis in vitro (A); Inser¢io da escama na epiderme de V.
carinata ex vitro (B). Setas indicando células do pediculo; Idioblasto com rafide no mesofilo de V. friburgensis in vitro em
seccdo transversal e longitudinal (C); Epiderme, hipoderme e parénquima aqiiifero de V. friburgensis ex vitro (D); Feixe
vascular em V. simplex em casa de vegetacdo (E); Canais de ar de V. friburgensis em casa de vegetacdo (F); Camara
subestomatica de V. carinata ex vitro (G). Setas indicando células da hipoderme; Fibras extravasculares de V. simplex em casa
de vegetacdo (H). Al= ala; AP= anel periférico; APC= anel pericentral; CA= canal de ar; CB= células basais; CBf= célula
braciforme;CC= células centrais; CD= célula do domo; CG= célula guarda; CS= célula subsididria; CSE= camara
subestomatica; DC= disco central; En= endoderme; Ep= epiderme; FEV= fibras extra-vasculares; Fl= floema; FV= feixe
vascular; Hd= hipoderme; Id= idioblasto; O= ostiolo; PA= parénquima aqtiifero; Rf= rafide; X= xilema
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As folhas de todas as plantas analisadas na condi¢do ex vitro apresentam hipoderme a
qual se localiza junto a epiderme das duas faces foliares. A hipoderme é formada por uma
camada de células de parede fina, arredondadas e aclorofiladas, como também observado por
Proenca e Sajo (2007). J4 nas folhas de plantas provenientes do ambiente in vitro, a hipoderme
ndo foi observada.

Adjacente a hipoderme nas folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo e a
epiderme nas folhas de plantas cultivadas in vifro encontram-se duas a quatro camadas de
células aclorofiladas, arredondadas e com paredes delgadas formando o parénquima aqiiifero
(BARBOZA et al., 2006), também muito mais definido nas folhas de plantas provenientes da
casa de vegetacdo e mais proeminente na face adaxial. Nas plantas de ambiente in vitro, as
células do parénquima aqiiifero sdo maiores e com paredes mais sinuosas e irregulares. Ha
também um menor nimero de camadas de parénquima aqiiiffero nas folhas cultivadas nesse
ambiente.

O parénquima clorofiliano € formado por células arrendondadas (nas folhas
provenientes de ambos os ambientes de cultivo) e braciformes alongadas (SCATENA;
SEGECIN, 2005) (somente nas folhas provenientes do ambiente ex vitro). O mesofilo das
plantas de todas as espécies cultivadas em casa de vegetacdo apresenta canais de aeragdo que,
na maioria das vezes, sdo contiguos as cimaras subestomdticas e sdo atravessadas por
diafragmas formados de células braciformes (SCATENA; SEGECIN, 2005). Nas plantas
provenientes do cultivo in vitro, esses canais sdo menos definidos e se limitam a espagos
intercelulares menores.

Os feixes vasculares, visiveis também com mais clareza apenas nas folhas provenientes
do ambiente ex vitro, sdo denominados colaterais, pois o xilema € voltado para cima e o floema
para baixo. Eles se apresentam em unica série ao longo da ldmina (PROENCA; SAJO, 2007).
Os feixes de maior porte s@o circundados de uma a duas camadas de fibras periciclicas cujas
paredes sdo espessas. Ja os feixes de menor porte possuem calotas de fibras periciclicas apenas
nas extremidades. Os feixes vasculares se alternam com os canais de aeracdo e, geralmente,
feixes vasculares de maior porte se alternam com os de menor porte. Os feixes s@o circundados
por uma camada de células parenquiméticas denominada endoderme, que é a camada mais
interna desse tecido no mesofilo, constituindo a bainha vascular.

Nas folhas das espécies V. paraibica e V. simplex cultivadas em casa de vegetacdo é
possivel verificar a existéncia de grupos fibras ndo associadas ao feixe vascular, localizadas

préximas a epiderme adaxial e com paredes lignificadas.
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Idioblastos contendo rifides de oxalato de calcio sdo encontrados no parénquima
aqiiifero e no parénquima clorofiliano do mesofilo em ambas as condi¢cdes de cultivo, sendo
muito mais numerosos nas folhas das plantas de ambiente in vitro.

As camaras subestomadticas sdo tipicas e bem definidas, como em muitas espécies de
Bromeliaceae (SCATENA; SEGECIN, 2005) (Figura 22). As camaras sdo revestidas, nas
Vrieseas, por quatro células da hipoderme de parede fina e clorofiladas formando um anel,
conforme descrito por Tomlinson (1969).

De modo geral, as folhas cultivadas in vitro apresentam uma disposi¢do dos tecidos bem
semelhante aquela das folhas de plantas de casa de vegetacdo, com e diferenca de que o
mesofilo apresenta-se mais diferenciado nas folhas em casa de vegetacdo do que in vitro. Isso
percebe-se também pela formagdo e organizagdo do sistemas vascular e dos canais de aeragdo,
que se encontram muito mais destacados e definidos nas folhas ex vitro. Resultados
semelhantes foram obtidos por Calvete et al. (2002), em trabalho com folhas de morangueiro.

As folhas das quatro espécies de Vriesea estudadas, V. carinata, V. friburgensis,
V. paraibica e V. simplex, apresentaram escamas em ambas as faces, adaxial e abaxial, sdo
hipoestomadticas, apresentando células estomdticas dispostas no mesmo nivel que as outras
células da epiderme, sendo que em muitos casos os estdmatos sio encobertos pelas escamas.

Em todas as espécies estudadas, na face abaxial das folhas das plantas cultivadas
em casa de vegetacdo, as escamas encontram-se dispostas longitudinalmente no sentido do
maior eixo da folha. Na face adaxial em casa de vegetacéo e nas duas faces in vitro, as escamas
encontram-se dispostos ao acaso. Em todas as espécies estudadas, as escamas situam-se
proximas aos estomatos, o que permite uma menor perda de dgua (PROENCA; SAJO, 2004)
(Figura 23).

As escamas, a olho nu, apresentam-se como uma cobertura esbranquicada, dando a
folha um aspecto aveludado. Em vista frontal das escamas de todas as espécies, é possivel a
verificacdo do escudo, que é composto pelo disco central e pela ala. O disco central é composto
de quatro células centrais circundado por dois anéis celulares de oito células cada, sendo o mais
interno denominado de pericentral e o externo de periférico. Somente em V. friburgensis nao
foi possivel a observagdo dos dois anéis sendo que nessa espécie foi verificada a presenca de
somente um anel. O escudo, em todas as espécies e nas duas condi¢des de cultivo e nas duas
faces foliares apresenta-se simétrico. A ala é formada por células mais alongadas, periféricas e

dispostas radialmente (Figura 24).



Figura 23 - Morfologia da vista frontal da superficie foliar de plantas de Vriesea: V. carinata (A, B, C, D), V. friburgensis (E, F, G, H), V. paraibica (1, ],
K, L) e V. simplex (M, N, O, P), cultivadas em casa de vegetacio, face abaxial (A, E, I, M), em casa de vegetacao, face adaxial (B, F, J, M),
in vitro face abaxial (C, G, K, O), e in vitro face adaxial (D, H, L, P). Detalhes mostrando estomatos (Et) e escamas (Es), além da disposicdo
dos estomatos e escamas na face abaxial ( () ). Barras: 100 um
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Figura 24 - Vista frontal da morfologia de escamas e estomatos da face abaxial de folhas das
espécies de Vriesea: V. carinata (A, B) V. friburgensis, (C, D) V. paraibica e (E, F)
V. simplex (G, H), cultivadas em casa de vegetacdo (A, C, E, G) e in vitro (B, D, F,

H). Barras: escama=20um e estomato=15um. a = ala; cc = células centrais; apc =
anel pericentral; ap = anel periférico; CG = células-guarda; CS = célula subsididria;

O = ostiolo
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As folhas das quatro espécies estudadas, nas duas condi¢des de cultivo, possuem
escamas nas duas faces (abaxial e adaxial). A espécie que apresentou o maior nimero de
escamas.mm foi V. carinata, quando cultivada in vitro e na face abaxial (35,10). O menor
valor para quantidade de escamas foi apresentada por V. paraibica quando cultivada sob
condicdes de casa de vegetacdo, na face adaxial (3,25). Com excecdo da V. simplex, as
demais espécies apresentaram significativamente mais escamas na face abaxial da folha
quando cultivadas sob a condicdo in vitro. Para V. simplex ndo houve diferenca
significativa no nimero de escamas comparando-se as duas faces foliares. Por outro lado,
quando cultivadas em casa de vegetacdo, a tUnica espécie que apresentou diferenca
significativa na quantidade de escamas entre as duas faces da folha foi V. paraibica, com a
face abaxial tendo mais escamas que a face adaxial. Comparando-se as condi¢des in vitro e
em casa de vegetacdo, V. carinata, V. friburgensis e V. paraibica apresentaram
significativamente mais escamas na face abaxial quando cultivadas in vitro. Ja na face
adaxial, nenhuma espécie apresentou diferenca significativa comparando-se as duas
situacdes. V. simplex ndo apresentou diferenca significativa no nimero de escamas nas

duas faces foliares, comparando-se as duas condicdes de cultivo (Tabela 8 e Figura 25).

Tabela 8 - Nimero médio de escamas/mm? nas folhas das espécies de Vriesea nas condigdes in
vitro e em casa de vegetacdo e nas faces abaxial e adaxial.

V. carinata V. friburgensis V. paraibica V. simplex

casa de casa de casa de casa de
invitro vegetagdo in vitro  vegetagdo invitro vegetacdo invitro vegetacdo

Abaxial 35,10aA  8,23bA  19,72aA  11,05bA 19,94aA  8,67bA 13,65aA 11,92aA

Adaxial 8,23aB  5,63aA  8,23aB  8,45aA 8,02aB  3,25aB 11,05aA  6,50aA

CV (%) 35,27

Meédias acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenga significativa a 5% pelo Teste de
Tukey de comparagdo de médias. Letras maidsculas comparam nas colunas e letras mintsculas
comparam linhas.
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Figura 25 - Niimero médio de escamas.mm” em folhas de espécies de Vriesea (V. carinata, V.
friburgensis, V. paraibica e V. simplex). Comparagdo entre as diferentes espécies (1),
entre as condicdes in vitro e em casa de vegetacdo (2) e entre as faces abaxial e
adaxial (3), sendo que cada comparacdo foi realizada independentemente das
demais.  Médias acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa a 5% pelo Teste de Tukey de comparagdo de médias

No que se refere aos estomatos, as folhas das quatro espécies estudadas, nas duas
condicdes de cultivo, os possuem apenas na face abaxial, sendo, por este motivo,
denominadas hipoestomaticas. Em todas as espécies estudadas, na face abaxial das folhas
das plantas cultivadas em casa de vegetacdo, os estdmatos encontram-se dispostos
longitudinalmente no sentido do maior eixo da folha. Na condicdo in vitro, os estomatos
encontram-se dispostos aleatoriamente (Figura 23).

A espécie que apresentou o maior nimero de estdomatos foi V. friburgensis sob
condicdo de cultivo em casa de vegetacdo (33,15) e o menor nimero de estdmatos foi
encontrado para V. paraibica in vitro (7,58). Comparando-se as condicdes de cultivo, in
vitro e em casa de vegetagcdo, todas as espécies apresentaram significativamente mais
estdmatos quando cultivadas em casa de vegetagdo do que in vitro, indicando que pode
haver diferenca na taxa fotossintética, de transpiracdo e de trocas gasosas nas plantas
quando cultivadas nos diferentes ambientes (Tabela 9 e Figura 26), o que é esperado dadas

as caracteristicas especificas de cada ambiente (HAZARIKA, 2006).
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Tabela 9 - Nimero médio de estbmatos/mm? em folhas de quatro espécies de Vriesea
nas condig¢des in vitro e ex vitro e nas faces abaxial e adaxial

V. carinata V. friburgensis V. paraibica V. simplex

casa de casa de casa de casa de
in vitro vegetacac Invitro vegetagdo invitro vegetagdo invitro vegetacao

Abaxial 19,50bA 27,09aA 13,65bA 33,15aA  7,58bA  20,80aA 17,98bA  27,52aA
Adaxial 0,00aB 0,00aB 0,00aB  0,00aB  0,00aB  0,00aB  0,00aB 0,00aB

CV (%) 23,45

Médias acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenca significativa a 5% pelo Teste de
Tukey de comparacdo de médias. Letras maidsculas comparam nas colunas e letras mindsculas
comparam linhas.
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Figura 26 - Nimero médio de estomatos.mm-2 em folhas de espécies de Vriesea (V. carinata, V.
friburgensis, V. paraibica e V. simplex). Comparacdo entre as diferentes espécies (1),
entre as condi¢Oes in vitro e em casa de vegetacdo (2) e entre as faces abaxial e adaxial
(3), sendo que cada comparacdo foi realizada independentemente das demais. Médias
acompanhadas de mesma letra ndo apresentam diferenga significativa a 5% pelo Teste de
Tukey de comparagdo de médias

Em geral, as espécies que se destacaram significamente das demais,
desconsiderando-se as condi¢des de cultivo e o lado da folha, foram a V. carinata com
nimero de escamas total maior que as demais, e V. paraibica, com menor quantidade de
escamas e de estomatos do que as demais. V simplex e V. friburgensis tiveram um nimero
de escamas total intermedidrio e um nimero de estdmatos estatisticamente igual ao de
V. carinata.

Niao ha diferencas morfoldgicas entre estdbmatos em folhas provenientes das duas
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condi¢des de cultivo. Em ambos os casos, as células-guarda dos estdmatos apresentam-se
reniformes e o estdmato é ovalado em ambas as condicdes e situam-se no mesmo nivel das
demais células epidérmicas (Figuras 22 e 24).

Em folhas cultivadas in vitro as escamas apresentam-se mais protuberantes,
vistosas, maiores com relagdo ao escudo e com projecdo elevada quando comparadas as
escamas das folhas advindas do ambiente de casa de vegetacdo. Nestas, a ala parece ser
bem menor em comparagdo com as células centrais e de formato mais constante, além de
estar mais achatada, em contato com a epiderme (Figura 24).

Neste trabalho, optamos por analisar apenas a parte mediana das folhas das espécies
de Vriesea. Entretanto, Bittencourt (2000), trabalhando com o mesmo género
in vivo, analisou trés diferentes regidoes das folhas: apical, mediana e basal. O autor
observou que na regido basal, as escamas ocorrem em maior nimero devido a sua
localizacdo préxima ao tanque, enquanto que nas outras duas regides, as escamas sao mais
escassas. Algumas espécies apresentam maior quantidade de escamas na epiderme abaxial
e outras, na epiderme adaxial sendo que esses valores variaram conforme a regido da folha
analisada. Além disso, Bittencourt (2000) ndao observou um padrao quanto a disposi¢ao das
escamas ao longo da folha. Na presente pesquisa, entretanto, foi possivel verificar que as
escamas se dispdem em fileiras longitudinalmente ao longo do maior eixo da folha (Figura
23), na face abaxial das folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Esse mesmo
padréo foi observado por Py et al. (1984) em Ananas comosus.

Com relagdo as escamas, Batagin et al. (2009) também verificaram a presenca de
tricomas escamiformes em ambas as faces das folhas e recobrindo estdmatos em Ananas
comosus. Estes autores verificaram a presenca na regido mediana das folhas de abacaxi CV
IAC “Gomo-de-mel” cultivadas in vitro a presenca de, em média, 3 escamas.mm’™ na
superficie adaxial e 6 escamas.mm” na abaxial, nimero baixo quando comparado ao
encontrado para as espécies de Vriesea. Os autores inferem que a quantidade de escamas
varia conforme a exposi¢do das plantas ao sol, sendo que esse valor aumenta com o
aumento da incidéncia solar. Em plantas cultivadas sob pleno sol, as folhas apresentam em
média 12 escamas.mm™ na face adaxial e 22 escamas.mm na face abaxial. Arruda e Costa
(2003) trabalharam com espécies de Vriesea provenientes de campo:
V. bituminosa, V. fosteriana, V. gigantea, V. longiscapa ¢ V. triligulata. Os autores
encontraram a quantidade de escamas, na face adaxial, variando de 4,5 a 10,3, conforme a

espécie, ou seja, bem préxima da encontrada nas espécies de Vriesea cultivadas ex vitro no
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presente trabalho. Na face abaxial, esse nimero variou de 13,8 a 20,9, o que € um pouco
acima dos valores encontrados nas espécies de Vriesea do presente trabalho, cultivadas em
casa de vegetacdo. Esse fato pode ser explicado pela origem das plantas analisadas: as
plantas estudadas pelos autores citados sdo provenientes de campo e submetidas as
condicdes naturais e as do presente estudo sdo advindas de casa de vegetacdo, na qual elas
sdo constantemente irrigadas e a luminosidade e calor sdo menos intensas do que em
ambientes naturais.

Pode-se dizer também, que o baixo nimero de escamas encontrado para o abacaxi
em comparacgio com as espécies de Vriesea, pode ser devido a diferenga de habito entre
essas plantas. O abacaxi € uma bromélia terrestre, enquanto que as espécies de Vriesea sdo
bromélias epifitas. Apesar de condi¢des de luz mais favordveis, as plantas epifitas
enfrentam dois desafios principais: suprimento de nutrientes e dgua. Para sobrevier ao
suprimento de dgua limitado e irregular, as epifitas desenvolveram adaptacdes anatdmicas
(fitotelmo para armazenar dgua, suculéncia, velame radicular e tricomas foliares para
absorcdo de 4gua) e fisiologicas (metabolismo CAM e tolerdncia a seca) (BENZING,
1990). Os tricomas, ou escamas, sdo reconhecidos como a principal estrutura de absor¢ao
de 4dgua na maioria das espécies pertencentes a sub-familia Tillandsioideae. Evidéncias
para esse fato sdo baseadas na densidade e morfologia das escamas na superficie foliar.
Toda dgua que entra na planta segue um rota que vai das células da ala, passando pelo anel
e disco de células central para as células da base, que sdo vivas. S@o também capazes de
absorver solutos organicos, como aminoécidos, bem como ions (NYMAN et al., 1987).
Apesar de algumas bromélias tanque terem a capacidade de absorver nutrientes minerais
pelas raizes, as folhas recobertas com escamas representam seu principal meio de entrada
(BENZING; BURT, 1970; NIEVOLA; MERCIER 1996). Brighigna et al. (1992),
afirmaram que a presenca destes tricomas escamiformes ou escamas, permitem as plantas
modificar a umidade e temperatura em sua drea-foliar, uma vez que as asas das escamas
refletem a luz solar (BENZING, 1980), dispersam calor e retém pequenas gotas de 4gua,
criando uma atmosfera saturada de umidade na superficie da folha, evitando a perda de
dgua. A perda de dgua pelos estdmatos também € reduzida pela presenca das escamas, uma
vez que essas encobrem parte dos mesmos (LARCHER, 2000; BATAGIN et al., 2009).

Escamas de morfologia similar as observadas para as espécies de Vriesea neste

trabalho sdo também encontradas em outros géneros de Bromeliaceae, como observado por
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Proenca e Sajo (2007) que trabalharam com seis géneros diferentes e Arruda e Costa
(2003) trabalhando com outras espécies de Vriesea da se¢do Xiphion.

Segundo Forzza (2001), o ndmero de células do pediculo, e a organizacéo e nimero
das células do escudo tém importancia taxonomica na diferenciacdo de subfamilias e
géneros em Bromeliaceae. Entretanto, esses nimeros podem variar em escamas de uma
mesma folha, portanto, esse caractere deve ser utilizado com cuidado (TOMLINSON,
1969).

Com relacdo aos estOmatos, resultados similares também foram encontrados em
outros trabalhos. Batagin et al. (2009) verificaram auséncia ou raridade de estdmatos na
face adaxial de folhas de abacaxi cV IAC “Gomo-de-mel”, e abundiancia dos mesmos na
face abaxial. Arruda e Costa (2003) observaram que em Vriesea triligulara, V. longiscapa
e V. fosteriana, os estbmatos ocorrem no mesmo nivel da epiderme. Ja em V. bituminosa,
estes ocorrem levemente acima do nivel da epiderme e em V. gigantea, levemente abaixo.
Proenca e Sajo (2007) verificaram estomatos inseridos ao mesmo nivel das outras células
epidérmicas nas folhas de Vriesea sp.

Segundo Scatena e Segecin (2005) a posi¢do dos estdmatos em relacdo as demais
células epidérmicas pode estar mais associada a relacdes filogenéticas do que ao ambiente
no qual a planta se encontra. Segundo Mauseth (1988) a presenca de estdbmatos somente na
face abaxial é interpretada como uma estratégia para diminuir a perda de dgua causada
pelas correntes de ar que retiram o vapor de dgua da superficie da folha.

Tomlinson (1969) descreve trés classes distintas de estdmatos em Bromeliaceae,
sendo que as espécies de Vriesea aqui estudadas se enquadram na primeira classe, que se
caracteriza por estomatos simples e situados ao mesmo nivel das células epidérmicas e
células-guarda com parede delgada. A segunda e a terceira classe sdo formadas por
estdmatos mais especializados em grau crescente de uma classe para outra, com estomatos
situados em depressdes e células subsididrias e vizinhas especializadas e células guarda
com paredes mais espessas.

Ao contrario do que foi encontrado para as espécies de Vriesea, Dousseau et al.
(2008) que trabalharam com plantas de ipé€, ndo observaram diferencas na densidade
estomdtica entre plantas produzidas in vivo e in vitro, mostrando que algumas espécies t€m
uma maior plasticidade quando transferidas de ambiente do que outras. J4 Barboza et al.
(2006) afirmam que folhas de Ananas comosus cultivados in vitro apresentam, em média,

54 estomatos.mm”. Em folhas de plantas provenientes de casa de vegetacdo, esse valor
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passa para 62 estomatos. mm? e plantas adultas em condi¢Ges de campo apresentam de
70 a 85 estdmatos. mm™~. Essas alteracdes na densidade de estdmatos evidenciam a
plasticidade fenotipica dessas plantas com relacdo ao ambiente. Arruda e Costa (2003)
encontraram quantidade de estdmatos em espécies de Vriesea em condi¢cdes de campo
variando entre 25,7 e 46,4. Esses valores podem ser considerados altos quando comparados
aos encontrados no presente estudo, o que pode ser, assim como no caso das escamas,
devido as condi¢cdes de campo serem ainda mais adversas que as condi¢des de casa de
vegetagao.

Com relagdo as andlises realizadas a partir dos cortes histolgicos, pode-se afirmar
que os resultados apresentados estdo de acordo com os encontrados para outras espécies de
Bromeliaceae. Arruda e Costa (2003) visualizaram também a epiderme unisseriada nas
espécies de Vriesea por eles estudadas, com a cuticula variando em espessura.

Em relacdo ao formato das células epidérmicas, que nas plantas cultivadas em casa
de vegetacdo se apresentam elipticas e in vitro em formatos variados e com paredes
sinuosas, pode-se inferir que esse fato € devido as condi¢des ambientais nas quais as
plantas se encontram. As sinuosidades das paredes de células epidérmicas, segundo
Wilkinson (1979) e Gomes (1992), sdo mais acentuadas em plantas que se desenvolvem
em ambientes imidos e sombreados. Essas caracteristicas estdo de acordo com o ambiente
in vitro, ja que o frasco € saturado de umidade e as luzes artificiais utilizadas na sala de
crescimento fornecem menor intensidade luminosa do que em casa de vegetacdo. J4 a
curvatura das células epidérmicas otimiza a captacdo de luz na lamina foliar, como € o caso
das plantas cultivadas em casa de vegetacdo, que precisam da luminosidade para se
desenvolverem.

A presenga da hipoderme é uma caracteristica bem marcante dessa familia, bem
como a presenca de parénquima agqiiifero (AOYAMA; SAJO, 2003; SCATENA;
SEGECIN, 2005; SOUZA et al., 2005; BARBOZA et al., 2006; BATAGIN et al., 2009 ).
Segundo Madison (1977), a hipoderme armazena dgua evitando o colapso das células pelo
murchamento e é importante especialmente em plantas com metabolismo CAM auxiliando
em sua adaptacdo ao ambiente sujeitos a escassez de dgua. Barboza et al. (2006) afirmam
que esse tecido pode ndo ter uma funcdo muito definida no ambiente in vitro, pela sua
saturacdo de umidade mas pode ser muito importante no processo de aclimatizacgdo,
podendo assim, estar relacionado ao alto indice de sobrevivéncia dos abacaxizeiros quando

transferidos para as condicdes ex vitro. No presente estudo, as espécies de Vriesea
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cultivadas in vitro ndo apresentam hipoderme como nas provenientes de casa de vegetagao.
Barboza et al. (2006) ndo encontraram diferenca de espessura na hipoderme em folhas de
abacaxi provenientes dos dois ambientes de cultivo. Segundo Sajo et al. (1998), a presenca
de vérias camadas de hipoderme constituida de células aclorofiladas e armazenadoras de
dgua € uma caracteristica de plantas xerdfitas, encontrada também em espécies dos géneros
Neoregelia, Wittrockia e Edmundoa. De acordo com Tomlinson (1969), a hipoderme das
folhas de representantes da familia Bromeliaceae € diferenciada em duas regides: a
hipoderme mecanica formada com células de parede espessa e uma hipoderme interna
formada de células aclorofiladas e de parede fina, denominada de hipoderme agqiiifera.
Gonzaga e Castro (2008) verificaram que em Tillandsia pohliana e T. aff. tenuifolia a
hipoderme mecanica é bem diferenciada enquanto que em 7. recurvata esse tecido ndo é
visivel. A hipoderme agqiiifera foi observada pelos autores em todas as espécies estudadas,
sendo que em 7. recurvata este tecido € menos evidente, identificado apenas pelo maior
tamanho das células e menor quantidade de cloroplastos quando em comparagdo com o
clorénquima. Proenca e Sajo (2007) verificaram a presenca de hipoderme mecanica
somente em espécies de Bromelioideae e Pitcairnioideae. No presente trabalho foi
verificada a presenca somente da hipoderme agqiiifera, conforme as caracteristicas celulares
mencionadas. Pereira et al. (2007) afirma que a definicdo de hipoderme mecanica ou
aqiiifera s6 € possivel mediante andlises ontogenéticas.

O parénquima agqiiiffero predomina na face adaxial das folhas, bem como nos
resultados encontrados pelos autores supracitados. Barboza et al. (2006) observaram,
ainda, uma diferenciacdo nitida entre os parénquimas agqiiiferos e clorofilado nas folhas
de plantas cultivadas in vitro, assim como foi visualizado nas espécies de Vriesea deste
trabalho, quando cultivadas em casa de vegetagao.

Proenca e Sajo (2007) encontraram que somente a espécie de Vriesea da
sub-familia Tillandsioideae apresentou fibras extravasculares na face adaxial do mesofilo,
préoximo a epiderme. Esse fato também foi verificado por Arruda e Costa (2003). Nas
folhas de espécies de Tillandsia estas fibras ndo foram observadas. J4 nas plantas da
subfamilia Bromelioideae, todas as espécies apresentam fibras extravasculares, com
excecdo de Bromelia balansae. Assim, os autores sugerem que grupos de fibras
extravasculares aparentam estar ausentes em Pitcairnioideae e serem raros em

Tillandsioideae, embora ocorram com freqiiéncia nas folhas das Bromelioideae. Em
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nosso trabalho, grupos de fibras extravasculares foram encontrados somente nas espécies
V. paraibica e V. simplex cultivadas em casa de vegetacao.

Arruda e Costa (2003) observaram a diferenciacdo do parénquima clorofiliano em
palicddico e parénquima esponjoso com células estreladas. Em nenhuma das espécies de
Vriesea analisadas no presente estudo, foi possivel observar a presenca de parénquima em
palicada. Arruda e Costa (2003) inferem que devido ao ambiente mésico ocupado por
V. longiscapa, de habito epifita, ou seja, em partes, mais baixas de troncos e raramente no
dossel, o parénquima pali¢ddico ndo € tdo diferenciado. Segundo eles, as plantas que
apresentam parénquima pali¢ddico bem desenvolvido, sdo provenientes de ambientes
com alta intensidade solar. Pode-se inferir entdo, que as caracteristicas das espécies de
Vriesea estudadas no presente trabalho sdo devido ao fato de estarem alocadas em casa de
vegetacdo, no qual a intensidade luminosa é menor, como o descrito para V. longiscapa.

Os canais de ar se apresentam distribuidos no mesofilo das plantas cultivadas ex
vitro e intercalados aos feixes vasculares. Resultados semelhantes foram encontrados para
Tillandsia sp em trabalho de Scatena e Segecin (2005) e Gonzaga e Castro (2008) e para
Ananas comosus em trabalho de Barboza et al. (2006). Segundo Barboza et al. (2006), em
plantas terrestres os canais de ar parecem atuar como reguladores nas trocas gasosas entre
a planta e o ambiente. Gonzaga e Castro (2008) afirmam que os canais de ar facilitam a
aeracdo das células vizinhas, auxiliando o processo fotossintético. Mauseth (1988) afirma
que os canais de aeracdo podem fornecer flexibilidade as folhas. Segundo Proenca e Sajo
(2007), as células braciformes que atravessam os canais de ar podem ser de formatos
variados nas diferentes espécies, como estreladas, alongadas ou isodiamétricas. No caso
de espécies de Vriesea, elas apresentam-se alongadas.

Com relacdo a vascularizacdo das folhas, Ananas comosus também possuem
feixes vasculares colaterais fechados com fibras a eles associados (BATAGIN et al.,
2009; BARBOZA et al.,, 2006), sendo que Batagin et al. (2009) verificaram que a
concentracdo de fibras é aparentemente menor em plantas in vitro., como visualizado nas
espécies de Vriesea. Arruda e Costa (2003) observaram em espécies de Vriesea, a
presenca de feixes colaterais circundados por dois tipos de bainha: a endoderme
constituida de células parenquimdticas e o periciclo fibroso. Resultados semelhantes
foram encontrados para as espécies de Vriesea do presente estudo.

Mayer et al. (2008) trabalhando com Cymbidium ‘Joy Polis’ verificou que o

mesofilo das plantas matrizes cultivadas ex vitro possui células com conteido celular mais
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denso pela maior quantidade de cloroplastos e compostos fendlicos, como foi verificado
também nas folhas de Vriesea. Esses autores e Proenca e Sajo (2007), assim como em
nosso trabalho, também observaram a presenca de idioblastos com rafides no mesofilo de
todas as plantas. Segundo Zindler-Frank et al. (2001), a presenca de cristais de oxalato de
célcio formados nos diferentes 6rgdos de uma planta estd diretamente relacionada a
quantidade de calcio disponivel para a planta. A ocorréncia desses cristais pode estar
associada com o processo de eliminacdo do excesso de cdlcio no citosol (KOSTMAN
et al., 2001). Portanto, a presenca de idioblastos com riafides no mesofilo em maior
quantidade em plantas in vitro pode estar relacionada ao meio de cultura M4, que possui
altas quantidades de cdlcio (480 mg L) (ARANDA-PERES et al., 2009). Além de regular
a quantidade de célcio nas células vegetais, os cristais de oxalato de cdlcio atuam na
protecdo contra herbivoria e promovem a desintoxicacdo por metais pesados e 4cidos
(FRANCESCHI; NAKATA, 2005).

Ao contrdrio do que foi visto para as espécies de Vriesea cultivadas in vitro, que
possuem um mesofilo com menor organizagdo, Mayer et al. (2008) ndo percebeu
alteracdes significativas do mesofilo de plantas de Cymbidium ‘Joy Polis’ cultivadas in
vitro em relacdo aquelas cultivadas ex vitro. Segundo Hazarika (2006), o mesofilo pouco
diferenciado e o fragil sistema vascular das folhas formadas in vitro tornam essas plantas
altamente susceptiveis ao estresse durante a aclimatizacdo. As diferencas encontradas no
mesofilo das plantas cultivadas in vitro podem ser devido a alteracdes morfo-anatdmicas e
fisiologicas nas plantas em decorréncia de processos osmoticos, da presenca de reguladores
de crescimento vegetais no meio de cultura, trocas gasosas restritas, condi¢des assépticas,
baixa intensidade luminosa e alta concentracio de agicar (HAZARIKA, 2006).

Com base nos resultados aqui apresentados e em trabalhos prévios realizados com
diversas espécies de Bromeliaceae das trés subfamilias (TOMLINSON, 1969;
BRIGHIGNA et al., 1984; ARRUDA; COSTA, 2003; AYOAMA; SAJO, 2003;
SCATENA; SEGECIN, 2005, BARBOZA et al., 2006; PROENCA; SAJO 2007;
MONTEIRO, 2009; SILVA, 2009) encontradas em ambientes variados, com diferentes
habitos, pode-se dizer que a familia Bromeliaceae apresenta folhas com caracteristicas
xeromorficas e as plantas estdo adaptadas a viverem em ambientes sujeitos a estresse
hidrico: epiderme recoberta com escamas absortivas, hipoderme bem definida, presenca de
rafides com cristais de oxalato de cdlcio, canais de aeracdo bem desenvolvidos, cAmaras

subestomadticas proeminentes, parénquima aqiiifero, parénquima clorofiliano braciforme,
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presenca de fibras vasculares e extravasculares e folhas, geralmente, hipoestomdticas.
Além disso, as plantas apresentam plasticidade fenotipica a fim de se adaptarem as

caracteristicas do ambiente no qual se encontram.

5.6. Introducio in vitro das espécies a partir de apices caulinares

Os ensaios preliminares de assepsia mostraram nio haver diferenca na introducéo
em meio liquido ou s6lido. Também a pré-imersdo em solucdo de cefotaxima (100 mg L~
" nos tratamentos 1 a 6 ndo surtiu efeito, bem como a utiliza¢do do sonicador, ou de 6leo
fusel (Tabela 3). Desta forma, optamos pela utilizagdo de meio sélido, aumentando a
concentracdo de cefotaxima no meio de introducio (de 250 mg L' ou 500 mg L' para
600 mg L"), sem a imersdo em solucdo de antibidtico previamente a introdugdo in vitro.
A assepsia em hipoclorito de sédio a 50% foi escolhida visando a obten¢do de um bom
controle na contaminag@o associado a uma condi¢do aceitdvel de oxidag@o dos explantes.

Foram introduzidos in vitro 16 &pices caulinares de V. carinata, 10 de
V. paraibica, 15 de V. philipo-coburgii, 16 de V. simplex e 10 de A. nudicaulis. Dez dias
apds a introdugdo, foram observados explantes contaminados, oxidados e, em menor
procentagem, explantes sadios (Figuras 27 e 28). Elevada porcentagem de contaminacio
fiingica foi observada, totalizando: 75 % em V. carinata, 70 % em V. paraibica, 40 % em
V. philipo-coburgii, 50 % em V. simplex ¢ 30 % em A. nudicaulis. V. carinata nao
apresentou contaminagdo bacteriana, sendo que esta variou entre 12,5 % e 30 % para as
demais espécies (Figura 28). Para V. paraibica 100% dos explantes apresentaram
contaminagdo fingica ou bacteriana.

Oxidacdo seguida de necrose do explante foi mais acentuada para V. simplex
(37,50 %) e menos evidente nas espécies V. carinata (6,25 %) e V. phillipo-coburgii
(6,67 %). A. nudicaulis ndo apresentou oxidacdo nos explantes, ndo sendo possivel
avaliar para V. paraibica visto que 100 % dos explantes foram contaminados. Aos dez
dias V. carinata, V. phillipo-coburgii e a A. nudicaulis apresentaram 18,75 %, 33,33 % e

40 %, respectivamente, de explantes sadios (Figura 28).
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Figura 27 - Exemplos das caracteristicas observadas nas culturas de dpices caulinares in vitro de
Aechmea nudicaulis e Vriesea spp., quinze dias apdés a introducdo in vitro: (A)
contaminacdo bacteriana e fingica, (B) contaminagao fingica, (C) dpices oxidados e
necrosados e (D) dpices sadios
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Figura 28 - Avaliacdo das culturas de dpices caulinares de quatro espécies de Vriesea (V. carinata,
V. paraibica, V. philipo-coburgii, V. simplex) e de A. nudicaulis, 10 dias apods a
introdugdo in vitro, quanto a contaminagdo, oxidagao e sobrevivéncia

Entre dez e trinta dias ap6s a introducdo dos explantes in vitro, ndo se observou
mais evidéncias de contaminacgdes, porém, aos trinta dias um maior nimero de explantes
apresentou oxidagdo, seguida de necrose dos tecidos. Entre os dpices sadios existentes

aos 10 dias, 100 % em V. carinata, 60 % em V. philipo-coburgii, e 25 % em A. nudicaulis



124

foram perdidos por oxidac@o. Assim, do total de dpices introduzidos restaram apenas dois
explantes de V. philipo-coburgii e tré€s de A. nudicaulis.

Apés transferéncia para meio de multiplicacdo, observou-se significativa
diferenca no comportamento dos explantes de V. philipo-coburgii e A. nudicaulis, em
relacdo ao ndmero de gemas e brotos a velocidade de desenvolvimento dos mesmos
(Figura 29).

Comparando-se o desenvolvimento de brotos, a espécie de Vriesea € visivelmente
mais lenta e menos proliferativa do que a A. nudicaulis. Esta Gltima, no mesmo periodo
avaliado, 10 meses apds a introdugdo in vitro, ji apresentava brotos evidentes, bem
formados e ja separados do explante, enquanto a Vriesea aparentava ter apenas um inicio
de regeneracdo (Figura 29). Aos 14 meses apds o estabelecimento in vitro dos dpices, um
dos explantes de V. phillipo-coburgii regenerou uma planta e outro explante da mesma
espécie apresentou brotacdes que regeneraram aproximadamente 25 plantulas. J4 os trés
explantes de Aechmea nudicaulis apresentaram brotacdes que regeneraram
aproximadamente 200, 130 e 175 plantas por explante. As plantas encontravam se muito

pequenas para serem individualizadas.



burgii e Aechmea nudicaulis
apos 4, 10 e 14 meses da introducéo in vitro. Cada figura corresponde a brotos provenientes de um dnico explante. V. philipo-coburgii 4
meses apos a introducdo (A); V. philipo-coburgii 10 e 14 meses ap6s a introdugao, explante 1 (B e C, respectivamente); V. philipo-coburgii
10 e 14 meses ap0s a introdugdo, explante 2 (D e E, respectivamente). A. nudicaulis 4 meses ap6s a introdugdo (F), A. nudicaulis 10 meses
ap6s a introducdo (G, H e I, explantes 1, 2 e 3 respectivamente) e A. nudicaulis 14 meses apds a introdugdo (J)
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Com base nos dados aqui relatados, podemos afirmar que o processo de assepsia
utilizado foi eficiente para controlar a contaminagdo bacteriana, j4 que o maximo de
contaminag@o por este tipo de microrganismos foi de 30%. Carneiro et al. (2000), em
estudos de descontaminacdo de explantes de bananeira, obtiveram resultados
semelhantes. O tratamento com 300 mg L de cefotaxima foi o que apresentou maior
eficiéncia, com 73,33% dos explantes ndo contaminados, quando comparado com
NaOCl, rifampicina e benomyl. Rodrigues (2005) testou os antimicrobianos
cloranfenicol, cefotaxima e a associag¢do cloranfenicol e cefotaxima em doses 50, 150,
250 e 500 mg L' em meio MS, como forma de controle das bactérias endofiticas
encontradas em Heliconia rauliniana e constatou que cefotaxima aplicada isoladamente,
na dose de 500 mg L™, foi a forma mais eficiente de controle de contaminac¢do bacteriana
para esta espécie de helicOnia.

No presente estudo, como ocorreram explantes normais e sadios ao final do
periodo estudado, pode-se dizer que o antibidtico e sua concentracdo utilizados na
assepsia (cefotaxima a 600 mg L") ndo apresentou agao fitotoxica importante.

Com relagdo a contaminacdo fingica, pode-se afirmar que esta foi altamente
prejudicial ao desenvolvimento e regeneracdo dos dpices caulinares introduzidos.
Carneiro et al. (2000) também encontraram maiores taxas de contaminagdes flingicas
quando comparadas as bacterianas. Para um teste futuro, poder-se-ia aplicar também um
fungicida ao meio de cultura ou no processo de assepsia na forma de banho, conforme
recomendam Grattapaglia e Machado (1998).

Uma boa opg¢o para o controle dos contaminantes ap6s a introdugdo do explante
in vitro é o tratamento prévio das plantas matrizes que virdo a fornecer os explantes, com
a aplicacdo de bactericidas e/ou fungicidas sistémicos, mediante cronograma rigido,
passiveis de reduzirem a quantidade de microrganismos nas plantas matrizes
(FRANCLET; BOULAY, 1982), principalmente dos endofiticos. Esse procedimento
pode se mostrar muito importante na familia Bromeliaceae, principalmente nas espécies
utilizadas neste trabalho. Estas sdo bromélias que possuem uma adapta¢do ao ambiente
epifita composta de folhas sobrepostas que formam um reservatério de d4gua e nutrientes,
chamado de tanque. Essa habilidade de reter 4gua e nutrientes cria um habitat que é
explorado por varios animais como anfibios e aranhas e por microrganismos simbiéticos,
que fixam nitrogénio para as plantas, ou microrganismos ocasionais que colonizam o

tanque (BRIGHIGNA et al., 1992). Assim, esse tipo de bromélia pode ter vdrios
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microrganismos habitando o seu tanque, sendo que um tratamento prévio destas plantas
matrizes pode reduzir esse nimero e evitar que com um processo de assepsia ineficaz ou
com a manipulacdo da planta, esses microrganismos acabem caindo no meio de cultura,
contaminando-o.

Se a planta matriz estiver em casa de vegetacdo, a probabilidade de colonizagdo
por microrganismos pode ser diminuida se as plantas forem regadas diretamente no
substrato ndo permitindo o acimulo de dgua no tanque.

Koh e Davies Junior (1997) verificaram que explantes foliares obtidos de plantas
matrizes de Cryptanthus bkittutus (Bromeliaceae) tratadas semanalmente com 25ppm de
Agribom tiveram taxas de contamina¢io muito menores (17-21%) do que aquelas que
ndo foram tratadas (27-75%). No presente trabalho, as plantas matrizes foram tratadas
com Agrimicina a 1% pulverizado nas folhas e no substrato. Em experimentos futuros
podem ser testadas concentracdes mais fortes, jd que as plantas ndo apresentaram nenhum
sintoma de fitotoxidade na concentracdo utilizada, e também outros produtos mais
especificos.

Para um controle mais eficaz dos microrganismos contaminantes na cultura de
tecidos, é indicado, através de ferramentas moleculares, andlises de morfologia entre
outros, para tentar identifica-los, principalmente se os microrganismos encontrados forem
endoficitcos ou referentes ao local no qual a planta se encontra, apresentando-se dessa
forma, recorrentes quando os explantes sdo introduzidos in vitro. Dessa forma, pode-se
utilizar os antibidticos e/ou fungicidas especificos para aquele grupo de microrganismos.
Pereira et al, 2003), através de ferramentas bioquimicas, conseguiram identificar e isolar
oito estirpes de bactérias pertencentes a familia Acetobacteriaceae e Enterobacteriaceae
em batata (Solanum tuberosum), cultivadas in vitro. A identificacdo dos microrganismos
€ um aspecto importante na cultura de tecidos quando o alto custo do antibiético e sua
eventual toxicidade para o explante sdo levados em conta, de modo que esta
caracterizacdo dos microrganismos permite a escolha de um antibidtico especifico para o
controle dos mesmos.

Outro problema verificado neste experimento foram as altas taxas de oxidagédo
resultante da liberagdo de compostos fendlicos in vitro precursores da sintese de lignina
pelo tecido injuriado (VAN WINKLE, JOHNSON; PULLMAN, 2003). Os é&pices
oxidados tornaram-se escuros e depois necrosaram. Segundo Azofeifa (2009) algumas

estratégias podem ser utilizadas visando a diminui¢do deste problema: crescimento do
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explante em baixas temperaturas afim de diminuir seu metabolismo, uso de adsorventes
no meio de cultura como o carvdo ativado, utilizacdo de substincias antioxidantes no
meio ou como banho apés o processo de assepsia como o PVPP
(polyvinylpolypyrrolidone), dcido ascérbico ou dcido citrico, ajustar o pH do meio para
valores mais baixos, ndo utilizar reguladores de crescimento vegetais no inicio do
processo e utilizar meios mais diluidos principalmente nos elementos cobre e ferro que
estdo envolvidos com a atividade das enzimas oxidativas.

Os problemas encontrados, conforme citado acima, tiveram graus distintos entre
as espécies. Isso pode ser explicado pelo fato de que as plantas matrizes vieram de
diferentes lugares e produtores do Brasil, o que, por conseqiiéncia, acarreta na submissao
destas a diferentes manejos, seja na irrigagcdo, no estado nutricional, ou no tratamento de
possiveis doengas, entre outros.

Foi observado também, na presente pesquisa, que a escolha do dpice caulinar
como explante inicial da cultura in vitro das espécies em questdo € uma boa opcao, visto
que aqueles que contaminaram ou necrosaram, apresentaram brotagdes e posterior
regeneracdo de plantas. Se os problemas citados de contaminagdo e oxidacdo forem
contornados, esta se torna uma op¢ao de explante vélida, pois as perdas seriam menores e
as taxas de multiplicacdo seriam elevadas. Ainda assim, podem ser estudadas outras
opgoes de explantes como explantes foliares, como no estudo de Alves et al. (2006) com
Vriesea reitzii e Mercier e Kerbauy (1995) com V. fosteriana, ou gemas da hastefloral
(DAQUINTA;ALMEIDA; GUERRA,1998). Outra op¢do com tecidos sométicos seria a
utilizacdo das gemas axilares, como nos estudos de Barboza et al. (2004).

Com relagdo a capacidade de regeneragdo e posterior multiplicacdo de V. phillipo-
coburgii em comparagdo com a de Aechmea nudicaulis, ficou evidente que esta dltima
apresenta maior potencial morfogenético e propagativo quando comparada a espécie de
Vriesea. Nao foi possivel a comparacdo com as demais espécies de Vriesea, ja que os
explantes das mesmas foram perdidos pelos problemas supracitados. Benzing (1990)
atribuiu o desenvolvimento lento de espécies de bromélias epifitas a sua capacidade
limitada de aumentar seu crescimento em resposta aos incrementos de nutrientes e
umidade fornecidos. O desenvolvimento lento é uma adaptacdo das plantas epifitas a
sobrevivéncia em ambientes oligotrdficos, representando uma economia significativa na
utilizacdo dos recursos na sintese de material vegetal. Esse crescimento lento foi também

verificado para V. gigantea no trabalho de Pereira et al. (2009). Aranda-Peres (2005)
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também observou que as espécies de Vriesea apresentam crescimento lento quando em

comparag@o com outras bromélias.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que as sementes tém a capacidade de germinar dentro de uma
determinada faixa de temperatura, caracteristica para cada espécie sendo essa faixa
determinada pela adaptacdo da plantula/semente ao microclima, dentro do habitat, onde
ela se encontra. Essa adaptabilidade é reproduzida in vitro. Observou-se que a
germinagdo ex vitro foi bem menos eficiente do que quando este processo se dd sob
condicdes in vitro, visto que as espécies apresentaram taxas de germinacdo menores e de
mortalidade maiores em casa de vegetacdo. Além disso, sob condi¢des in vitro, a
temperatura de 32 °C mostrou-se prejudicial as espécies, indicando que as espécies de
Vrieseas, bem como outras epifitas, poderdo ser uma das primeiras a sentirem as
mudangas climdticas.

A descricdio morfo-anatdbmica do desenvolvimento pds-seminal permitiu a
caracterizacdo de cinco estidgios de desenvolvimento: semente, emissdo da base
cotiledonar e da raiz primdria rudimentar, emissdo do primeiro eéfilo, emissdo do
segundo edfilo e planta jovem.

Com base nos resultados apresentados para o experimento de ajuste mineral do
meio de cultura para as espécies de Vriesea estudadas, podemos concluir que a
combinac¢do das doses de N e Mg testadas acarretou em uma redugdo acentuada nos
teores foliares de Ca e K, interferindo no potencial osmético das células, acarretando em
menor acimulo de massa fresca.

Com base na anélise morfoanatdmica das folhas das espécies em estudo cultivadas
in vitro e ex vitro, pode-se afirmar que nas quatro espécies sob estudo foram encontradas
estruturas tipicas de bromelidceas: tricomas escamiformes, estdmatos presentes apenas na
superficie abaxial, epiderme unisseriada, mesofilo constituido de parénquima agqiiifero,
feixes vasculares colaterais fechados e canais de aeragdo. O mesofilo é muito mais definido
e diferenciado nas plantas cultivadas na casa de vegetacdo do que nas micropropagadas. As
quatro espécies possuem escamas e estdmatos com morfologia similar, ndo sendo possivel
a distincdo entre espécies com base nessas estruturas. E nitido que as plantas passam por
uma adaptacdo, durante a aclimatizacdo, ao ambiente externo, sofrendo altera¢des
estruturais em decorréncia das diferentes condi¢des as quais estdo sendo expostas.

A introdugdo in vitro a partir de explantes somdticos € frequentemente uma

limitag@o para o cultivo in vitro de bromélias. Na assepsia, o uso de cefotaxima apresenta
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uma boa eficiéncia no combate a contaminacdo bacteriana em cultura de dpices
caulinares de espécies de Vriesea sendo que a contaminagdo flngica apresentou-se como
0 maior problema para estabelecimento in vitro dos cultivos. A escolha do dpice caulinar
de brotos laterais como explantes iniciais para a cultura das referidas espécies in vitro é
uma boa opcao, pois 0s explantes que permaneceram vidveis apresentaram boas taxas de
regeneracdo. Nas espécies do género Vriesea, o tempo para inicio da multiplicacdo e as
taxas de regeneracdo sdo muito mais lentas em comparagio com A. nudicaulis.

O fato de que muitas espécies de Vriesea, endémicas da Mata Atlantica brasileira,
estarem sofrendo um grande declinio populacional, estando algumas listadas como
ameacadas ou em perigo de extingdo aumenta a importancia de que esfor¢os sejam feitos
no sentido de otimizar a propagacdo das mesmas de modo a diminuir a pressdao
extrativista que estas vém sofrendo atualmente e, a0 mesmo tempo, abastecer o mercado
ornamental.

A germinacdo eficiente de sementes e a obtencdo de plantulas que podem servir
como explantes de partida podem subsidiar trabalhos de conservagio in vitro, assim como

de resgate de variedades ameacgadas de extincao.
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