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Avaliacao da eficiéncia da propagacao de Alcantarea imperialis
(Bromeliaceae) cultivada in vitro e ex vitro'

Evaluating the effectiveness of the propagation of Alcantarea imperialis (Bromeliaceae)
cultivated in vitro and ex vitro
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Resumo

O cultivo in vitro de bromélias tem sido considerado uma técnica eficiente para aperfeigoar a sua produgio.
Contudo, ndo existem relatos que comparem a eficiéncia dos métodos de propagagio in vitro e ex vitro da
bromélia-imperial Alcantarea imperialis (Carriére) Harms utilizada no paisagismo e considerada ameagada de
extingdo devido ao extrativismo ilegal. O cultivo in vitro surge como uma boa alternativa para se preservar a
diversidade genética dessa espécie polimorfica, assegurando a matéria-prima para a evolugdo contemporanea
ocorrer. O objetivo deste trabalho foi comparar o crescimento de plantas de A. imperialis, cultivadas in vitro e ex
vitro, a partir de sementes, estabelecendo o periodo ideal de transferéncia para aclimatagéio. As sementes foram
submetidas & desinfestagio superficial antes de serem transferidas para as condigdes de cultivo (meio de cultura ou
substrato de casca de Pinus sp.). Apos periodos pré-estabelecidos, plantulas cultivadas in vitro foram transferidas
para condigdes ex vitro (aclimatagéo). As plantulas provenientes do cultivo in vitro apresentaram maiores valores
para todos os parametros analisados em relag@o aquelas cultivadas ex vitro. Os dados demonstraram que a
aclimatag@o de plantulas mantidas in vitro por 2, 4 e 6 meses apresentaram maior crescimento, em comparagao
aquelas aclimatadas apds terem sido cultivadas por mais tempo in vitro. Os resultados deste trabalho mostram
a eficiéncia do método de cultivo in vitro, indicando o tempo ideal para a permanéncia das plantulas nos meios
nutritivos, estabelecendo importante relagao custo-beneficio para sua produgéo.

Palavras-chave: aclimatagao, bromélia-imperial, conservacao ex sifu, micropropagacao, sementes.

Abstract

The in vitro cultivation of bromeliads has been considered an effective technique to improve its production.
However, there are no studies that compare the efficiency of the methods of in vitro propagation versus ex vitro
for the Brazilian giant bromeliad 4lcantarea imperialis (Carriére) Harms used in landscaping and considered
to be endangered due to illegal extraction. The in vitro culture appears as a good alternative to preserve the
genetic diversity of this polymorphic species, assuring that the raw material for the contemporary evolution will
be available. The aim of this study was to compare the growth of plants of A. imperialis in vitro and ex vitro
obtained from seed, establishing the ideal transfer period. The seeds were disinfected before being transferred
to culture conditions (culture medium or Pinus sp. bark substrate). After the pre-established growing time, in
vitro plants were transferred to ex vitro (acclimatization). Plants from in vitro cultures showed higher values
for all measured parameters compared to those grown ex vitro. The data showed that the acclimation of plants
cultivated in vitro for 2,4, and 6 months showed better growth compared to those acclimated after being cultured
in vitro for longer time. These results show the efficiency of the in vitro culture method, indicating the ideal
time for the maintenance of the plants in nutrient media, providing important cost-benefit ratio for production.
Key-words: acclimatization, Brazilian giant bromeliad, ex situ conservation, micropropagation, seeds.
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Introducao

A produc¢do de bromélias em escala
comercial ¢ atividade vidvel e tem sido bastante
explorada no Brasil, seguindo os passos de outros
paises, como os Estados Unidos, a Holanda e a
Bélgica. A qualidade das plantulas assim obtidas
¢ superior aquela de extragdes criminosas em
florestas (Melo 1996), fato este que, unido ao
preco acessivel, coloca as plantas cultivadas em
grande vantagem no mercado. Dentre as técnicas
de produgao das espécies vegetais, a propagagao
por meio de técnicas de cultivo in vitro apresenta
inimeras vantagens, se comparada a producdo
em sistemas convencionais em estufa (Debergh
& Maene 1981; Pierik 1987; Debergh 1994;
Fay 1994; Engelmann 1997; Thorpe & Harry
1997; Hartmann et al. 2002; Carneiro &
Mansur 2004), sendo um importante método de
propagagdo para espécies ameagadas de extingao
e/ou ornamentais (Engelmann 1991; Fay 1994;
Sarasan et al. 2006).

Dentre as espécies de bromélia de interesse
ornamental, destaca-se a Alcantarea imperialis
(Carriere) Harms, conhecida popularmente como
bromélia-imperial ou bromélia-gigante (Versieux
& Wanderley 2009). Esta espécie esta incluida
na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira
Ameagadas de Extingdo (MMA 2008). A bromélia-
imperial caracteriza-se morfologicamente por ser
uma herbacea perene de grande porte (>140 cm),
heliofila, rupicola ou saxicola, formando grandes
populagdes sobre pareddes rochosos principalmente
na Serra dos Orgios (Rio de Janeiro), embora
também por vezes na Serra da Mantiqueira (Minas
Gerais) (Barbara et al. 2007, Monteiro & Forzza
2008, Versieux 2009). Suas folhas e bracteas
apresentam variagdes da cor verde ao vermelho-
escuro ou vinoso. Algumas dessas variagdes
foram chamadas de color morphs por Barbara et
al. (2007). Eventualmente, podem ser variegadas.
Apresenta inflorescéncia densa, com 2-3 metros
de altura, ramificada, piramidal, com pedunculo
ereto, excedendo as folhas. O periodo de floracao
¢ de cerca de 5 meses, concentrando-se no verao;
as flores sdo vistosas, visitadas por insetos e beija-
flores e polinizadas por morcegos (Martinelli 1997).
Essa espécie ¢ amplamente utilizada em projetos
paisagisticos ndo s6 no Brasil como em outros
paises. Isso justifica a preocupacdo com a sua
propagacao para atender a tal demanda, de modo a
evitar que individuos adultos sejam retirados de seu
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habitat, onde o crescimento tende a ser lento (E.M.
Aoyama, dados nao publicados).

Para a conservagdo desta espécie, estabelecer
protocolos para seu cultivo ex situ € extremamente
importante: as populagdes de A. imperialis sdo
naturalmente fragmentadas e geneticamente
isoladas entre os distintos afloramentos em
que ocorrem, mantendo elevada diversidade
genética (Barbara et al. 2007, 2008, 2009).
Sendo assim, o cultivo ex sifu surge como uma
estratégia para se preservar esta diversidade
interpopulacional e atender a exigéncia atual da
biologia da conservacdo, que apregoa que nio
basta preservar a espécie ou alguns espécimes.
E necessario manter a diversidade genética
interpopulacional, matéria-prima do processo de
evolugdo contemporanea (Moritz 2002; Stockwell
etal. 2003).

Alcantarea imperialis estd incluida na
Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extingdo (MMA 2008), conforme
consta no Anexo II, considerada com “Dados
Deficientes”, o que refor¢a a necessidade de
se estudar todos os aspectos bioldgicos desta
espécie. Apesar da conservagao in sifu ser uma das
acdes mais propostas pelos ambientalistas, nem
sempre isto ¢ vidvel, sendo necessarias estratégias
de conservagdo ex situ, onde individuos de
determinada espécie sdo mantidos em cultivo sob
supervisdo. Dentre essas técnicas, destaca-se o
cultivo in vitro (Carneiro & Mansur 2004; Sarasan
et al. 2006), seguido do processo de aclimatacao
ex vitro, com diversas aplicacdes que podem
auxiliar ndo apenas nas etapas de propagagdo,
como também na restaura¢do de ambientes
degradados e no fornecimento de material vegetal
para outras areas de pesquisa, como a quimica de
produtos naturais (Pence 2011).

Embora plantulas mantidas in vitro tenham
o crescimento favorecido, ndo ha relatos sobre a
eficiéncia dessa técnica em comparagdo com a
produg@o convencional de bromélias em estufa,
a partir de semeadura, ou assexuadamente através
de propagagdo vegetativa. Adicionalmente, ndo
foram encontrados trabalhos que visem avaliar o
tempo minimo de permanéncia das plantulas nos
frascos de cultivo antes de serem submetidas a
etapa de aclimatagdo, de modo a reduzir os gastos
com a manuten¢ao das culturas.

Este trabalho se propds, assim, a comparar
o crescimento de plantulas de A. imperialis,
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cultivadas in vitro e ex vitro, a partir da germinago
de sementes, de modo a verificar qual sistema
de cultivo ¢ mais adequado a maior produgdo
de mudas, informando as possiveis razdes das
diferencas. Tendo em vista que a aclimatacao ¢
uma importante etapa para producdo de plantulas
via micropropagacdo, objetivou-se também
avaliar qual o tempo minimo de permanéncia
das culturas in vitro, a fim de se obter sucesso
no processo de aclimatacao.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Ornamentais, localizado no Instituto de
Botanica, Sdo Paulo, Brasil.

As sementes foram retiradas de frutos
maduros de trés individuos de 4. imperialis
cultivados no Instituto de Botanica (Fig. 1a) que
estavam armazenadas por cerca de 3 meses a
10°C. Estas foram testadas quanto a viabilidade,
sendo que atingiram 80% de germinagdo. Apds
a remoc¢ao dos apéndices plumosos, as sementes
(Fig. 1b) foram desinfestadas superficialmente
com solugdo de etanol a 70% por cinco minutos,
seguida por imersdo em solucdo de benomil 1%
por cinco minutos, e posteriormente em solucdo
de hipoclorito de sodio comercial 4% adicionada
de algumas gotas de Tween 20, sendo mantidas
durante 60 minutos. Apos essa etapa, as sementes
foram enxaguadas trés vezes com agua destilada
esterilizada. Este procedimento de desinfestagao
¢ comumente utilizado para sementes que tém
apéndices plumosos como relatado para outras
espécies (Aranda-Perez & Martinelli 2009;
Pedroso et al. 2010).

Estabelecimento do cultivo in vitro

Foram preparados 100 frascos de cultura
com 40 ml de meio de cultura MS (Murashige &
Skoog 1962) modificado para conter metade da
concentragdo recomendada dos macronutrientes
e a original dos micronutrientes, suplementagao
com 100 mg 1" de mio-inositol, 0,1 ml 1! de
tiamina, 30 g I'' de sacarose, 5 g I'' de agar e
pH ajustado para 5,8 antes de ser esterilizado
em autoclave a 121°C por 15 minutos. Sob
fluxo laminar, 15 sementes ja desinfectadas
foram inoculadas em cada frasco réplica. O
experimento foi conduzido por 12 meses em sala
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de cultura com fotoperiodo de 12h, irradiancia
de 30 umol m™' s! e temperatura controlada (26
+2°C) (Fig. lc).

Apos 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses de
experimento, 50 plantulas para cada periodo foram
avaliadas quanto ao comprimento ¢ niimero de
raizes, comprimento da maior folha, nimero de
folhas sadias (consideradas aquelas totalmente
verdes) e senescentes, massas fresca e seca.

Estabelecimento do cultivo ex vitro

Para o experimento ex vitro foram utilizadas
oito caixas tipo “gerbox” forradas com papel de
filtro umedecido com agua destilada, recebendo
cada uma delas 100 sementes Apds 30 dias, as
plantulas obtidas foram transferidas para bandejas
de isopor contendo casca de Pinus sp. compostada
como substrato. Para evitar a perda excessiva de
umidade, as bandejas foram envolvidas por saco
plastico transparente (Fig. 1d), ficando expostas a
irradiancia de aproximadamente 30 umol m™' s,
As plantulas foram semanalmente adubadas com
solucdao de MS sem sacarose, sendo aplicados 50
ml de solucdo por aspersao.

Os ensaios de aclimata¢do foram mantidos
na mesma sala de cultura descrita anteriormente,
eapos 1,2,4,6,8, 10 e 12 meses de experimento,
50 plantulas para cada periodo foram avaliadas
quanto ao comprimento e numero de raizes,
comprimento da maior folha, niimero de folhas
sadias e senescentes, massas fresca e seca.

Aclimatacao

Apoés 1, 2, 4, 6, 8, 10 ¢ 12 meses de
cultivo in vitro, 100 plantulas de cada periodo
foram transferidas para as condi¢des ex vitro
e permaneceram por dois meses nas mesmas
condi¢des de luminosidade, temperatura ¢
adubagdo acima descritas, e ao final dessa etapa
foram avaliadas quanto ao comprimento e o
numero das raizes, comprimento da maior folha,
numero de folhas sadias e senescentes, massas
fresca e seca.

Para os célculos de incremento de crescimento
apos o periodo de aclimatacao foi utilizada a média
dos dados analisados das plantulas cultivadas nas
condigdes in vitro em todos os periodos, subtraidos
das médias para os mesmos parametros das
plantulas ap6s a aclimatacdo. O valor resultante
foi multiplicado por 100 e dividido pelo valor da
média das plantulas in vitro.
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Figura 1 — Alcantarea imperialis — a. aspecto da planta em flora¢@o; b. semente com apéndices plumosos; os tragos
indicam a regido onde foram retirados os apéndices; c. frasco de cultivo in vitro com plantas jovens (6 meses); d.
bandeja com plantas em substrato de casca de Pinus envolvida por saco plastico (1 més); e. planta cultivada por
6 meses em condigdes ex vitro; f. planta cultivada por 6 meses em cultivo in vitro; g. bandeja com plantas apds o
periodo de aclimatagéo (8 meses). Barra = 50 cm (a), 1 cm (b-f), 10 cm (g).

Figure 1 — Alcantarea imperialis — a. flowering plant; b. seeds with feathery appendage, dashes indicate the region where the appendages
were removed; c. in vitro cultivation vessel with young plants (6 months); d. trays with plants in Pinus bark as substrate covered with
transparent plastic (1 month); e. plant derived from ex vitro culture after six months of growth; f. plant derived from in vitro culture after
six months of growth; g. trays with plants after the acclimatization (8 months). Bars = 50 c¢m (a), 1 cm (b-f), 10 cm (g).

Rodriguésia 63(2): 321-331. 2012



Propagagéo in vitro e ex vitro de Alcantarea imperalis

Andlise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizada a
estatistica descritiva, calculando-se o desvio
padrdo entre as médias obtidas. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade, a analise de
variancia (ANOVA) e ao teste Tukey (Dias &
Barros 2009), utilizando-se o pacote estatistico
BioEstat 5.0.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos, apresentados nas
Figuras 1 a4, e nas Tabelas 1 e 2, demonstram que
a micropropagag¢ao in vitro a partir de sementes
de Alcantarea imperialis propiciou condi¢des
de maior desenvolvimento das plantulas em
comparagdo aquelas cultivadas ex vitro (Figs.
le-f). Adicionalmente, indicou o tempo adequado
para iniciar a aclimatacgdo, contribuindo para a
diminuigao de custos de manutengao das culturas,
confirmando os dados encontrados em trabalhos
que utilizaram técnicas de micropropagagao
com outras espécies de bromélias ameagadas
ou endémicas visando, também, a sua produgdo
comercial e, consequentemente, sua conservagao
(Mercier & Kerbauy 1995; Mercier & Nievola
2003; Carneiro & Mansur 2004).

Em relacdo a parte aérea, observou-se que as
diferencas entre os tratamentos in vitro e ex vitro
iniciaram-se a partir do segundo més de cultivo,
permanecendo até o final do experimento (Fig. 2a).
Houve maior crescimento das plantulas mantidas
in vitro em relag@o aquelas cultivadas em bandejas,
mesmo constatando que em ambos os tratamentos
a germinacdo ocorreu simultaneamente. Observou-
se que a partir do quarto més de cultivo a diferenga
no comprimento da maior folha foi aumentando até
que as plantulas mantidas in vitro atingissem cerca
do dobro das cultivadas ex vitro (Fig. 2a). Contudo,
em relagdo ao numero de folhas, observou-se
que apenas ap6s 6 meses as plantulas cultivadas
in vitro eram significativamente maiores que
naquelas cultivadas ex vitro (Fig. 2b). Entretanto,
apos 8, 10 e 12 meses, o nimero de folhas nao foi
significativamente diferente entre os tratamentos
(12 folhas em média). Nota-se que a partir do 6°
més ocorre a morte das folhas, de modo crescente
até o 12° més, sendo que no tratamento in vitro
foram observadas nove folhas senescentes, em
média, aos 12 meses (Fig. 3). Ja na condig@o ex
vitro apenas 3 folhas senesceram nesse mesmo
tempo de cultivo (Fig. 3). Esses resultados podem
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indicar o momento que as plantulas atingiram o
crescimento intenso, notadamente para o cultivo
in vitro, havendo necessidade da realocacdo dos
nutrientes das folhas mais velhas para as mais
jovens, pela escassez de algum elemento mineral
moével no corpo vegetal, como por exemplo, os
ions de nitrogénio.

O melhor desempenho das plantulas in
vitro pode ser devido a presenca de sacarose no
meio de cultura. E reconhecido o importante
papel da sacarose como componente do meio de
cultura, servindo como fonte de carbono e energia
para as plantulas, necessaria para compensar
a taxa fotossintética que, nessas condigoes, €
prejudicada em fungdo da restri¢do das trocas
gasosas (Torres et al. 1998). Contudo, alguns
autores atribuem como fung¢do dos carboidratos
a influéncia sobre o desenvolvimento de 6rgaos
(Calvete et al. 2002). Segundo Kozai (1991), a
presencga de carboidratos no meio de cultura ¢é
importante para o desenvolvimento das raizes,
para a multiplicacdo dos brotos e para o aumento
da altura da plantula. Além disso, a presenga de
sacarose propicia o fornecimento de esqueletos
carbonicos necessarios a incorporagao dos
nutrientes (Buchanan et al. 2002; Taiz & Zeiger
2009).

Embora ndo tenham sido encontrados
trabalhos que comparem o crescimento de
bromélias cultivadas in vitro com as cultivadas
em estufa, algumas espécies de monocotiledoneas
avaliadas apresentaram tais diferencas. Segundo
Reuther (1988), em estudo com cultivares
de Spathiphyllum floribundum (Linden and
André) N.E.Br. cv. ‘Mauna Loa’, notou-se
maiores valores de massa seca nas plantulas
mantidas em condigdes ex vitro, devido ao pouco
desenvolvimento dos tecidos foliares in vitro,
principalmente os de sustentagdo, resultando em
folhas mais delgadas.

Os resultados de actimulo de massa
corroboram aqueles apresentados em relagao ao
comprimento das folhas, indicando ter havido um
maior crescimento nas plantulas mantidas in vitro
em comparagdo ao outro tratamento (Fig. 2a, c-d).
Os dados de massas fresca e seca apresentaram as
maiores diferencas entre os valores nos periodos
de cultivo in vitro a partir do sexto més, quando
comparados com os valores das plantulas de
mesma idade cultivadas em condi¢des ex vitro
(Figs. 2c-d).
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Figura 2 — Crescimento da parte aérea de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro e ex vitro por 1,
2,4,6,8,10 e 12 meses — a. comprimento de maior folha (cm); b. numero de folhas; ¢. massa fresca (mg); d.
massa seca (mg). Os valores representam a média e as barras indicam o desvio padrdo (n = 50).

Figure 2 — Aerial portion growth of Alcantarea imperialis cultivated in vitro for 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 months — a. length (cm);
b. number of leaves; c. fresh mass (mg); d. dry mass (mg). The values represented the average and the bars indicated the standard
deviations (n = 50).

Tabela 1 — Crescimento da parte aérea de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro por 1,2, 4,6, 8, 10

e 12 meses e submetidas a aclimatagio por 2 meses.
Table 1 — Aerial portion growth of Alcantarea imperialis cultivated in vitro for 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 months and submitted to

acclimatization for 2 months.

Periodo in vitro Comprimento Numero de Numero de folhas Massa fresca Massa seca
(meses) (%) folhas (%) senescentes (%) (%) (%)
1 131,88 67,98 * 367,23 257,79
2 145,42 84,93 * 575,22 507,77
4 35,14 13,26 * 81,65 54,94
6 110,79 * 155,70 326,98 267,36
8 72,12 * * 176,42 158,57
10 12,68 * * 51,43 93,73
12 15,93 * 2,09 64,09 8,72

(*) tende a zero

Técnicas de cultivo in vitro apresentam
vantagens sobre as de propagagdo convencionais
(Fay 1994; Engelmann 1997; Thorpe & Harry 1997,
Kozai et al. 1997) em razdo da disponibilidade de
agua, dos nutrientes, do tipo de substrato e das
condigdes livres de patdgenos. Contudo, as analises

dos dados das raizes das plantulas podem também
explicar o maior crescimento da parte aérea. A
presenca e o grau de desenvolvimento das raizes sao
fatores limitantes para o processo de aclimatagdo,
ja que as plantulas irdo depender da capacidade de
absor¢do para sobreviver a essa nova condigao.
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Tabela 2 — Indice de sobrevivéncia e crescimento das raizes de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro
por1,2,4,6,8, 10 e 12 meses e submetidas a aclimatacdo por 2 meses.
Table 2 — Survival rate and growth of Alcantarea imperialis roots cultivated in vitro for 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12

months and submitted to acclimatization for 2 months.

Periodo in vitro Sobrevivéncia Comprimento Numero Massa fresca Massa seca
(meses) (%) (%) (%) (%) (%)
1 100 62,80 46,46 139,12 213,76
2 99 45,98 104,79 226,34 298,42
4 96 112,16 41,70 * 40,19
6 100 27,40 62,04 19,56 58,67
8 100 36,18 52,13 2,31 2,58
10 100 4,59 26,19 * 5,06
12 100 4,40 23,58 9,28 7,17

(*) tende a zero
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Figura 3 — Numero de folhas senescentes de plantas
de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro e ex vitro
por1,2,4,6,8,10e 12 meses. Os valores representam

a média e as barras indicam o desvio padrio (n = 50).
Figure 3 — Number of senescent leaves of Alcantarea
imperialis cultivated in vitro and ex vitro for 1, 2, 4, 6, 8, 10
and 12 months. The values represented the average and the bars
indicated the standard deviations (n = 50).

A analise dos dados biométricos das raizes
mostrou que logo a partir do primeiro més de
cultivo houve diferenca significativa entre os
tratamentos para os pardmetros comprimento
e acimulo de massa (Fig. 4a-d). O aumento de
ambos ocorreu ao longo do tempo, sendo que as
maiores diferencas foram observadas a partir do 6°
més (cerca de cinco vezes maior para as plantulas
mantidas in vitro), a semelhanga do observado
para a parte aérea (Figs. 2a e 4a). O crescimento
radical das plantulas cultivadas em bandejas ndo
foi tdo intenso quanto ao das plantulas mantidas
no meio nutritivo in vitro. Enquanto que as
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plantulas provenientes do tratamento ex vitro
aumentaram 1,4 vezes em média ao longo do
tempo, aquelas do cultivo in vitro duplicaram o
crescimento radical a cada dois meses em média,
sendo que ao comparar-se o comprimento de
raizes de plantulas com 4 meses com aquelas de
6 meses, observou-se um aumento em até trés
vezes no comprimento radical (Fig. 4a). A mesma
tendéncia foi observada para o numero de raizes,
com aumento de duas vezes (Fig. 4a). O nimero
de raizes (Fig. 4b) nas plantulas cultivadas in vitro
teve um aumento mais expressivo a partir do 6°
més de cultivo, sendo que as plantulas do cultivo
in vitro apresentaram o dobro do numero de raizes
das plantulas com a mesma idade ¢ cultivadas em
condigdes ex vitro. Nas plantulas com 12 meses in
vitro o numero médio de raizes foi trés vezes maior
ao das plantulas com a mesma idade cultivada ex
vitro (Fig. 4b).

Os dados de massa para as raizes, tanto fresca
quanto seca (Fig. 4c-d), apresentaram aumento em
todos os periodos analisados. As plantulas ex vitro
apresentaram valores menores de massa fresca das
raizes quando comparadas com as plantulas do
cultivo in vitro, sendo essa diferenca mais evidente
a partir do 6° més (Fig. 4c). Os dados de massa
seca das raizes das plantulas do cultivo ex vitro
s6 foram maiores naquelas com 1 més de idade.
Nos demais periodos, as plantulas do cultivo in
vitro apresentaram maiores valores de massa seca
das raizes (Fig. 4d) que aquelas mantidas ex vitro.
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Com base nos dados observados neste
trabalho foi possivel verificar que as plantulas
que se desenvolveram nas condi¢des in vitro
apresentaram maior crescimento, tanto das raizes
como da parte aérea, porém ndo apresentaram
modifica¢des morfoldgicas, ja que os valores de
numero de folhas sadias se mantiveram similares
entre os periodos analisados, independente do
sistema de cultivo utilizado.

A presenca e nimero de raizes nas plantulas
cultivadas in vitro pode influenciar no sucesso
de aclimatacdo. A intensificagdo da produgao de
raizes in vitro ¢ frequentemente relacionada ao
emprego de reguladores de crescimento como a
auxina sintética, o AIB (acido-indolilbutirico).
Porém o uso de reguladores de crescimento no
meio de cultivo tem sido associado ao aparecimento
de variagdes somaclonais (Joyce et al. 2003),
indesejaveis quando se pretende uma uniformizagao
da producdo ou mesmo a manutengao do genotipo
original, isento de mutagdes, visando programas
de conservacao (Carneiro & Mansur 2004).
Alternativamente ao uso dessas substancias, tem
sido demonstrado que o aumento da concentragao
de carboidratos, mais frequentemente a sacarose,
adicionada ao meio de cultura, pode ser um fator
determinante no sucesso da aclimatacdo, por
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induzir o desenvolvimento do sistema radicular
(Sorace et al. 2008). Plantas da orquidea Oncidium
baueri Lindl., cultivadas in vitro, na presenca de
uma concentragdo maior de sacarose (40 g 1)
que a de costume (30 g I'!), apresentaram melhor
crescimento quando transferidas para cultivo
em casa de vegetagdo. Sorace et al. (2008), que
trabalharam com essa espécie, associaram o maior
desenvolvimento do sistema radicular ao sucesso
na aclimatagdo dessa orquidea. Calvete et al.
(2002) observaram que plantas de Fragaria L.
(morangueiro) cultivadas in vitro, na auséncia de
sacarose, ndo apresentavam enraizamento e que
a concentragdo de 45 g I'! foi a mais favoravel ao
aparecimento de raizes.

A avaliacdo das plantulas advindas do
cultivo in vitro, durante a etapa de aclimatagdo
(Fig. 1g), mostrou que o indice de sobrevivéncia
apos dois meses foi de aproximadamente 90%
para todos os periodos de tempo analisados
(Tab. 1). Nao foram observadas variagdes
morfoldgicas ou alteragdes na pigmentacdo das
folhas de todas as plantulas aclimatadas, além
disso, independente do tempo de cultivo in vitro
as plantulas apresentaram crescimento da parte
aérea e das raizes quando cultivadas ex vitro
(Tabs. 1 e 2). Entretanto, o crescimento foi mais
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Figura 4 — Crescimento das raizes de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro e ex vitro por 1, 2, 4, 6, 8,

10 e 12 meses — a. comprimento (cm); b. nimero; ¢. massa fresca (mg); d. massa seca (mg). Os valores representam

a média e as barras indicam o desvio padrio (n = 50).

Figure 4 — Root growth of Alcantarea imperialis cultivated in vitro and ex vitro for 1,2, 4, 6, 8, 10 and 12 months — a. length (cm); b.
number; c. fresh mass (mg); d. dry mass (mg). The values represented the average and the bars indicated the standard deviations (n = 50).
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intenso nas plantulas mantidas por 2 meses nas
condigdes in vitro, tanto das raizes como da parte
aérea. As plantulas aclimatadas apods esse periodo
de cultivo in vitro apresentaram cerca de 500%
de aumento nos valores de massa, fresca e seca,
da parte aérea, além de 145% de incremento nos
valores para o comprimento das folhas; contudo,
para os dados de niimero de folhas o aumento foi
de apenas 80% (Tab. 1).

Os dados de massa, fresca e seca, das raizes
e da parte aérea aumentaram em todos os periodos
apos a aclimatagao, indicando que mesmo com a
senescéncia de algumas folhas, ocorreu o aumento
da biomassa das plantulas. Os dados indicam
que o incremento nos valores de massa ocorreu
devido ao aumento no comprimento das folhas e
nao do namero delas. Os resultados que mostram
o crescimento de plantulas aclimatadas apos
quatro meses de cultivo in vitro indicam que o
ganho de massa foi diminuindo em relag@o aquelas
mantidas por menos tempo nos frascos, tanto para
a parte aérea como para as raizes (Tabs. 1 e 2).

Em comparagao com outros trabalhos sobre
o cultivo in vitro de bromélias foi possivel verificar
que o tempo de permanéncia nas condigdes in vitro
varia muito entre as espécies, podendo ser de 2 a
13 meses (Droste et al. 2005; Alves et al. 20006,
Silva et al. 2007). Porém, em todos os trabalhos
citados anteriormente o objetivo ndo foi avaliar o
menor tempo de cultivo in vitro que propiciasse o
desenvolvimento satisfatorio das plantulas quando
aclimatadas, conforme mostrado neste trabalho
para a bromélia-imperial.

Conforme mencionado anteriormente, o
tempo necessario para a aclimatagdo pode diferir
conforme a espécie de bromélia, variando de 4 a
6 meses (Pickens et al. 2003; Pompelli & Guerra
2005; Silveira et al. 2009). Porém o periodo
utilizado com maior frequéncia foi o de 2 meses
citado, para varias espécies (Arrabal et al. 2002;
Rech Filho et al. 2005; Alves et al. 2006; Rech
Filho et al. 2009), o que corrobora os resultados
observados no presente trabalho para 4. imperialis.
Vale ressaltar que dentre os periodos analisados, a
aclimatagdo de plantulas mantidas in vitro por 2,
4 e 6 meses apresentaram melhor crescimento em
comparacao aquelas aclimatadas apos terem sido
cultivadas por mais tempo in vitro, recomendando-
se, portanto, que as plantas dessa espécie sejam
mantidas por no maximo 6 meses na condi¢do in
vitro antes de serem submetidas a aclimatagao.
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O cultivo in vitro se mostrou, assim, eficiente
e pode otimizar a producdo da bromélia-imperial,
constatando-se que plantulas com apenas 2 meses
de cultivo in vitro ja podem ser aclimatadas,
contribuindo para uma diminuig¢do no tempo de
cultivo e na importante relagdo custo-beneficio
para sua produgdo comercial.
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