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Resumo

A deiscéncia ndo simultanea dos frutos de bromélias deve ser considerada para fins de propagagio por sementes.
O objetivo deste estudo foi avaliar o melhor método para produgdo de plantas da bromélia imperial considerando
a colheita simultanea das sementes de diferentes posi¢des do escapo floral no periodo da deiscéncia dos frutos
da base e seu armazenamento para posterior uso na obtengao de plantas. As sementes foram colhidas da base,
meio e topo do escapo floral e armazenadas por 26, 61, 154 ¢ 213 dias a 10 °C e a 25 °C. Foram avaliadas
a emergéncia de plantas em gerbox com papel de filtro e a germinagao e crescimento in vitro com 10, 20 e
30 g.L" de sacarose. As sementes colhidas da base e armazenadas por até dois meses a 10 °C foram as que
apresentaram maior porcentagem de emergéncia de plantas (57%) e a melhor concentragéo de sacarose para
germinagdo in vitro foi de 10 g.L"' e para o crescimento, 20 g.L"". Considerando-se a vulnerabilidade desta
bromélia, o aproveitamento, ao mesmo tempo, das sementes de todo o escapo floral pode ser uma estratégia
de conservagao.

Palavras-chave: armazenamento, conservagao, cultivo in vitro, germinagio, sacarose.

Abstract

Non-simultaneous dehiscence of bromeliads fruits should be considered for seed propagation purpose. The
aim of this work was to evaluate the best method for the production of imperial bromeliad plants considering
the simultaneous harvesting of the seeds of different positions of the floral scape in the period of base fruits
dehiscence and its storage for later use in the production of plants. Seeds were harvested from the base, middle
and top of the floral scape and stored for 26, 61, 154 and 213 days at 10 °C and 25 °C. Plants emergency were
evaluated in gerbox with filter paper, and in vitro germination and growth with 10, 20 and 30 g.L"! of sucrose.
Seeds harvested from the base and stored for up to two months at 10 °C showed the highest percentage of
plants emergence (57%). The best sucrose concentrations for in vitro germination was 10 g.L™" and for plant
growth 20 g.L"". Considering the vulnerability of this bromeliad, the use of the seeds of all the floral scape
can be a conservation strategy.

Key words: storage, conservation, in vitro cultivation, germination, sucrose.
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Introducao

Bromeliaceae ¢ composta por 58 géneros e
3.408 espécies (Luther 2014). Muitos membros
dessa familia possuem elevado valor ornamental
devido ao porte e disposi¢do de folhas em grandes
rosetas, conferindo a essas bromélias expressiva
importancia ecologica devido a possibilidade de
acumularem agua e nutrientes entre suas folhas,
que ficam disponiveis para a fauna da regido
onde vivem (Wanderley & Martins 2007). Entre
os membros dessa familia se encontra a bromélia
imperial, Alcantarea imperialis (Carriére) Harms,
espécie que é considerada a mais utilizada no
paisagismo e cuja roseta pode armazenar até 40
litros de agua (Versieux & Wanderley 2015).
Contudo, essa bromélia encontra-se na categoria
“vulneravel a extingdo” (MMA 2014) devido
principalmente ao extrativismo e perda de
populacdes por queimadas (Versieux & Wanderley
2015). Estudos mais detalhados sobre essa
espécie, visando sua propagacdo para atender ao
mercado de ornamentais, podem contribuir para
a sua conserva¢ao, minimizando a procura por
exemplares retirados do ambiente natural (Aoyama
et al. 2012).

Dentre os métodos de propagacao, a obtengdo
de plantas por meio da germinagdo de sementes
pode contribuir para a manutengao da variabilidade
genética, podendo ser aproveitado em programas
de repovoamento. Entretanto, segundo Molizane
et al. (2013), o longo periodo de florescimento ¢ a
maturag@o desuniforme dos frutos das bromélias
sdo alguns fatores que devem ser considerados
na colheita das sementes para fins de propagacao.

No caso da bromélia imperial, a produgio de
brotos ¢ rara e a reproducao ocorre principalmente
pela elevada produgdo de sementes (Versieux
& Wanderley 2015). Segundo esses autores, o
ciclo de vida de 4. imperialis ¢ longo, ou seja,
podem ser necessarios até 40 anos para que atinja
a fase de floragdo. Além disso, a maturagao das
sementes ¢ desuniforme ao longo do grande
escapo floral, e este pode atingir até trés metros
de altura, dificultando o acesso aos frutos. Essa
espécie floresce de novembro a margo e seus frutos
deiscentes, que amadurecem no periodo de junho a
agosto, se abrem no sentido base-apice do escapo
floral liberando as sementes que medem entre 6—8
mm (Versieux & Wanderley 2015).

Devido ao grande comprimento do escapo
floral, a colheita das sementes da bromélia imperial
pode ser facilitada cortando-se este no momento
em que os frutos da regido da base se abrirem.

Tamaki V et al.

Nao existe informacdo se as demais sementes
dos frutos fechados do escapo floral poderiam
ser aproveitadas. Estudos mostram que ¢é possivel
obter plantas normais a partir do uso de embrides
provenientes de frutos imaturos (Pasqual et al.
2002; Pereira et al. 2006; Nunes et al. 2008). Se
for possivel obter plantas dos frutos fechados da
bromélia imperial, esse procedimento pode ser
uma estratégia de aproveitamento das sementes
produzidas na unica floracdo que antecede
a senescéncia de cada exemplar, fato que ¢
caracteristico de bromélias.

Critérios tém sido estabelecidos para
identificar o melhor periodo de colheita de sementes
de bromélias, como demonstrado em estudo
utilizando-se plantas de Nidularium innocentii
Lem. no qual foram avaliados a colorag@o externa
dos frutos e sementes que indicariam a qualidade
das mesmas (Pereira ez al. 2010). Contudo, essa
espécie ndo possui escapo proeminente € seus
frutos estdo localizados no interior do tanque, entre
a sobreposi¢do de folhas. No caso de 4. imperialis,
nao foram encontrados trabalhos que citem critérios
indicativos para colheita, visando a produgao de
mudas vigorosas, com o aproveitamento de todas
as sementes no momento de corte do grande escapo
floral.

Além de uma eficiente colheita, procedimentos
de armazenamento t€ém sido considerados para
obtengao de mudas de bromélias como demonstrado
por Pereira et al. (2010) para Nidularium innocentii
cujas sementes tiveram a viabilidade aumentada
quando armazenadas a 4 °C. Todavia, esses
autores mostraram que essas permaneciam
viaveis somente se fossem armazenadas por até
90 dias decorridos da data da colheita. Nao foram
encontrados estudos que indicassem a porcentagem
de germinacdo de sementes da bromélia imperial
apds o armazenamento, comparando-se sementes
colhidas de todo o escapo floral no momento do
corte deste.

Tem sido demonstrado que o cultivo in
vitro pode acelerar o tempo de germinacdo das
sementes de A. imperialis, por isso é considerado
um eficiente método de obtengdo de plantas dessa
espécie quando comparado ao cultivo convencional
em sementeiras (Aoyama et al. 2012), sendo que o
satisfatorio desenvolvimento das plantas pode estar
associado ao fornecimento de sacarose (Freitas et
al. 2015), ja que a morfogénese ¢ o crescimento sdo
processos que necessitam de energia (Buchanan
et al. 2015). Embora existam protocolos para
a produgdo de A. imperialis (Kurita & Tamaki
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2014), ndo foi relatada a influéncia da sacarose
sobre o processo de obten¢dao de mudas a partir
da germinagdo de sementes in vitro, coletadas de
diferentes posicdes do escapo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o melhor
método para producdo de plantas da bromélia
imperial considerando a colheita simultdnea das
sementes de diferentes posigdes do escapo floral,
além do armazenamento destas e seu uso para
obtencdo de plantas in vitro.

Material e Métodos

Material vegetal e armazenamento

das sementes

Foram utilizadas sementes de Alcantarea
imperialis (Carriécre) Harms colhidas de trés
exemplares cultivados na cole¢do viva de
Bromeliaceae do Nucleo de Pesquisa em Plantas
Ornamentais do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
Os trés escapos florais coletados apresentavam
inicio da deiscéncia apenas dos frutos da base,
sendo que eles foram divididos em trés partes
iguais: base, meio e topo (Fig. 1a,b). Foi verificado
que as sementes apresentavam tamanhos diferentes
de acordo com a regido de procedéncia dos frutos.
As sementes dos frutos localizados na base do
escapo mediam entre 6,1-10 mm, as do meio 3,1-6
mm e as do topo 1,1-3 mm (Fig. 1c).

As sementes obtidas foram armazenadas em
condicdes controladas de temperatura, a 25 +2 °C
e 10 £ 2 °C, em camaras de crescimento, por até
213 dias em embalagens de papel kraft. As massas
fresca e seca das sementes e o teor de agua foram
avaliados logo apos a colheita (Ti = tempo inicial)
e apos 26, 61, 154 ¢ 213 dias de armazenamento,
sendo as analises realizadas em triplicatas de 100
sementes.

Germinacao de sementes

As sementes obtidas das diferentes posigdes
do escapo floral, tanto as de Ti como aquelas
armazenadas por 26, 61, 154 ¢ 213 dias, foram
colocadas para germinar em quatro gerbox
com papel de filtro umedecido, contendo 25
sementes em cada. O experimento foi mantido sob
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.
Apds 30 dias da semeadura, periodo previamente
analisado por Araujo ef al. (2012), determinou-se
a porcentagem de emergéncia de plantas, a qual
foi considerada como a emissao da primeira folha.

Baseado em resultados do experimento
anterior, foi estabelecido o cultivo in vitro a
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partir das sementes coletadas das trés posi¢oes do
escapo floral e armazenadas a 10 = 2 °C por 213
dias. Esta técnica foi escolhida visando otimizar
a formacao de plantas, pois sabe-se que o cultivo
in vitro aumenta a porcentagem de germinacdo de
bromélias em cerca de 10 vezes quando comparado
com o cultivo convencional em gerbox (Aoyama
etal 2012).

As sementes tiveram os apéndices plumosos
removidos e foram desinfestadas de acordo com
protocolo descrito em Carvalho et al. (2013).
Foram utilizadas 270 sementes de cada categoria
(posicao no escapo floral), distribuidas em placas
de Petri de 10 cm de diametro (Fig. 1d) contendo 10
mL do meio de cultura Murashige & Skoog (1962)
com a concentragdo de macronutrientes reduzida
a metade (MS/2), 5 g.L'! de agar e suplementado
com trés concentragdes de sacarose: 10, 20 ¢ 30
g.L!. O pH foi ajustado para 5,8. Essas condigdes
de cultivo in vitro foram estabelecidas por Aoyama
etal. (2012). As placas foram mantidas em sala de
cultura com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo
de 12 horas e radiagdo fotossinteticamente ativa
de 30 pm.m2s!. Cada tratamento foi composto
de nove repeti¢des e utilizadas 30 sementes de
cada categoria por repeticao. Para determinar a
influéncia da varia¢do de sacarose no meio de
cultura na germinagao das sementes, foi avaliada
a porcentagem de emergéncia de plantas ap6s 30
dias da semeadura.

Producdo de plantas in vitro em

diferentes concentracées de sacarose

Conforme os resultados de emergéncia
obtidos na analise anterior, foi montado novo
experimento visando acompanhar o crescimento
das plantas cultivadas in vitro em diferentes
concentragdes de sacarose. Plantas com 30 dias in
vitro, obtidas a partir de sementes da base, foram
transferidas para tubos de ensaio de vidro (ca. 25 x
150 mm) com 5 mL do meio de cultura, mantendo-
se a mesma concentragdo de sacarose nas quais as
sementes germinaram. Foram utilizadas 40 plantas
(uma por tubo de ensaio) para cada concentracao
de sacarose, sendo mantidas em sala de cultura
com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 12
horas e radia¢do fotossinteticamente ativa de 30
pm.m2s!' por quatro meses. Apds esse periodo,
as plantas foram avaliadas quanto ao ntimero de
folhas e raizes, comprimento da parte aérea e raiz,
porcentagem de folhas senescentes, massa fresca e
seca da raiz e parte aérea e conteudo de pigmentos
fotossintéticos (Fig. 1e) (Lichtenthaler 1987).
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Figura 1 — a-e. Alcantarea imperialis — a. individuo adulto sinalizado com as regides de coleta das sementes; b.
detalhe dos frutos; c. sementes coletadas das diferentes regides do escapo floral; d. germinagao in vitro de sementes
obtidas das diferentes regides do escapo floral; e. plantas crescidas in vitro por quatro meses com as concentragdes
de sacarose de 10 g.L™" (notar a presenca de folhas senescentes), 20 g.L" e 30 g.L". B = base; M = meio; T = topo.
Barras de escala: a=50 cm; b,d,e=1 cm; ¢ = 0,5 cm.

Figure 1 — a-e. Alcantarea imperialis — a. adult plant signaled with seeds collection regions; b. detail of the fruits; c. seeds collected
from different regions of the floral scape; d. in vitro germination of seeds obtained from different regions of the floral scape; e. plants
grown in vitro for four months with sucrose concentrations of 10 g.L”" (note the presence of senescent leaves), 20 g.L" and 30 g.L". B
= base; M = middle; T = top. Scale Bars: a =50 ¢cm; b,d,e =1 cm; ¢ = 0,5 cm.
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Andlise estatistica

O delineamento utilizado em todos os
experimentos foi inteiramente casualizado. As
médias dos valores obtidos foram submetidas a
analise de varidncia (ANOVA), sendo comparadas
pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Este estudo verificou que ha possibilidade
de serem utilizadas as sementes colhidas,
simultaneamente, de todo o escapo floral (da base
até o topo) de A. imperialis na época de deiscéncia
dos frutos localizados na base deste.

Os resultados obtidos mostraram uma redugo
gradativa no contetido de dgua das sementes
mantidas nas duas temperaturas (25 °C ¢ 10 °C)
(Tab. 1). Em relagdo ao Ti, as sementes oriundas
da base apresentaram o menor contetdo hidrico
(21%) se comparadas com aquelas do meio (62%)
e do topo (63%) (Tab. 1), sugerindo que somente
as sementes da base atingiram a maturidade
fisiologica. O ponto de maturidade fisiologica esta
associado a um menor conteido hidrico, maior
acumulo de matéria seca, supressao da germinacao
precoce ¢ aquisicdo de tolerancia a dessecagdo
nas sementes, o que possibilita resisténcia aos
estresses ambientais, como a secagem, permitindo
que a espécie sobreviva durante os periodos
desfavoraveis para o crescimento da planta (Castro
et al. 2004). Nas sementes armazenadas a 10 °C,
a perda de 4gua foi mais lenta, principalmente nas
sementes da base, que eram as maiores. Nestas,
foi verificado o dobro do valor de massa fresca em
relagdo as do topo.

Para o armazenamento das sementes de
A. imperialis deste estudo, utilizou-se uma
embalagem de papel kraft, a qual apesar de permitir
a troca de vapor entre as sementes e 0 ambiente
externo (Villela & Peres 2004), ndo causou
flutuagdes no teor hidrico destas em fungdo da
varia¢do da umidade relativa do ar (Tab. 1). Esse
tipo de embalagem ¢ comumente utilizado no
armazenamento de diversas espécies de bromélias,
como Ananas ananassoides (Baker) L.B. Sm.
(Anastacio & Santana 2010), Nidularium innocentii
(Pereira et al. 2010), Vriesea gigantea Mart. ex
Schult. f. e Tillandsia pohliana Mez (Araujo et
al. 2012).

A massa seca das sementes, colhidas das
trés posi¢des do escapo floral, praticamente nao
variou em relacdo ao Ti, periodo e temperatura de
armazenamento (Tab. 1). De acordo com Lopes
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et al. (2005), o ponto de maturidade fisioldgica,
que também esta associado com o maior acimulo
de matéria seca, teoricamente, ¢ o mais indicado
para a colheita. Alteragdes em relagdo a massa
seca de sementes da bromélia Dyckia goehringii E.
Gross & Rauh mostraram uma maior massa seca
entre 30 e 45 dias apds a antese, sendo 0 mesmo
periodo em que a germinagdo foi mais elevada,
demonstrando a relacdo entre a matéria seca e
maturidade fisiologica para estas plantas (Duarte &
Carneiro 2009). Em algumas espécies de bromélias,
as maiores taxas de germinag@o coincidem com
altos valores de teor hidrico, como demonstrado
para Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker e Puya
santosii Cuatrec. (Molizane et al. 2013; Calderén-
Hernandez & Pérez-Martinez 2018). As sementes
recém-colhidas (Ti) de A. imperialis avaliadas
nesse trabalho também possuiam um elevado
teor hidrico, todavia apresentaram as maiores
porcentagens de emergéncia de plantas (ver Fig.
2). Esse resultado corrobora com o relatado por
Molizane et al. (2013) sobre o ponto de maturidade
fisiologica das sementes coincidir com um maior
teor de 4gua em algumas espécies do grupo.

Na Tabela 1 observa-se a influéncia da
temperatura e do armazenamento no teor de
dgua e na massa das sementes. Verificou-se que
o armazenamento a 10 °C retardou a perda de
agua nas sementes em relagdo as armazenadas a
25 °C, pois até o 61° dia sob 10 °C as sementes
da base permaneceram com o mesmo teor de
agua (cerca de 20%), decaindo em seguida (cerca
de 10%), enquanto que naquelas armazenadas
a 25 °C o teor de agua diminuiu ja no 26° dia,
indo de 20% no Ti para 10%. Sabe-se que o
aumento da temperatura ambiental causa redugao
da umidade na semente (Villela & Peres 2004),
dessa forma o armazenamento a 10 °C pode ter
contribuido para um retardamento na perda de
agua. Aos 154 dias, as sementes provenientes de
todas as posi¢des do escapo floral apresentaram
os menores valores, porém semelhantes, para o
teor de agua independentemente da temperatura
de armazenamento, indicando que o periodo
de dois meses ¢ o tempo limite para o melhor
aproveitamento das sementes apds a colheita.
Contudo, a germina¢do imediata das sementes
assim que os frutos entram em deiscéncia ¢ a mais
recomendavel (Fig. 2).

A Figura 2 mostra que no Ti as sementes
colhidas de frutos da base e do meio apresentaram
maiores porcentagens de emergéncia de plantas
(26% da base e 24% do meio) em relagdo as
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Tabela 1 — Massa fresca, massa seca e teor de 4gua em sementes de Alcantarea imperialis avaliadas logo apds a colheita
(Ti = tempo inicial) e armazenamento nas temperaturas de 25 °C e 10 °C por 26, 61, 154 ¢ 213 dias. As sementes foram
obtidas da base, meio e topo do escapo floral. As primeiras letras maiusculas comparam os valores na mesma posi¢ao do
escapo floral para uma mesma temperatura, as letras minusculas comparam os valores entre as trés posi¢oes do escapo
floral para uma mesma temperatura durante o mesmo periodo e as ltimas letras maiusculas comparam os valores obtidos

na mesma posigdo do escapo floral entre as duas temperaturas em um mesmo periodo pelo teste Tukey a 5%. (n = 3).
Table 1 — Fresh and dry mass and water content in seeds of Alcantarea imperialis evaluated shortly after harvesting (Ti = initial time) and
storage at temperatures of 25 °C and 10 °C for 26, 61, 154 and 213 days. The seeds were obtained from the base, middle and top of the floral
scape. The first uppercase letters compare values in the same position of the floral scape for a same temperature, the lowercase letters compare
values between the three positions of the floral scape for the same temperature during the same period and the last uppercase letters compare
values obtained in the same position of the floral scape between the two temperatures in the same period by the Tukey test at 5%. (n = 3).

Tempo Posic¢io no Temperatura de Teor de agua (%) Massa fresca Massa seca
(dias) escapo floral armazenamento ("C) (g.100 sementes™)  (g.100 sementes™)
Ti Base - 21 AbA 0,35 AaA 0,13 AaA
Meio - 62 AaA 0,28 AbA 0,11 AbA
Topo - 63 AaA 0,17 AcA 0,13 ABaA
26 Base 25 10 BaB 0,15 BaB 0,12 ABaB
10 19 AbA 0,21 BaA 0,13 AaA
Meio 25 13 BaB 0,13 BaB 0,11 AaA
10 34 BabA 0,18 BaA 0,12 AaA
Topo 25 11 BaB 0,14 BaB 0,13 AaA
10 38 BaA 0,16 BaA 0,13 ABaA
61 Base 25 12 BaB 0,13 BaB 0,12 BaB
10 21 AaA 0,18 BCaA 0,14 AaA
Meio 25 13 BaB 0,14 BaB 0,12 AaA
10 25 BaA 0,16 BaA 0,12 AbA
Topo 25 12 BaB 0,13 BaB 0,11 BaB
10 26 BCaA 0,17 AaA 0,14 AaA
154 Base 25 12 BaA 0,15 AaA 0,13 AaA
10 10 BaA 0,15 BaA 0,14 AaA
Meio 25 12 BaA 0,13 BaA 0,12 AabA
10 10 CaA 0,13 CaA 0,12 AbA
Topo 25 12 BaA 0,11 CaA 0,10 BbA
10 10 CaA 0,13 CaA 0,12 BbA
213 Base 25 14 BaA 0,15 AaA 0,13 AaA
10 12 BaA 0,15 BaA 0,13 AaA
Meio 25 14 BaA 0,14 BaA 0,12 AbA
10 12 CaA 0,13 CaA 0,12 AbA
Topo 25 0,0000 * 0,0000 * 0,0000 *
10 0,0000 * 0,0000 * 0,0000 *

- Sementes que ndo foram armazenadas. ¥Dados ndo avaliados devido ao material insuficiente.
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sementes do topo (5% de plantas formadas).
Quando mantidas a 25 °C por até 213 dias, a
porcentagem de emergéncia de plantas a partir
das sementes colhidas das trés posi¢des do escapo
floral decaiu gradativamente, chegando proximas
a 5% das sementes obtidas da base ¢ do meio (Fig.
2a). As sementes da base mantidas a 10 °C, aos
213 dias, exibiram uma maior porcentagem de
emergéncia de plantas do que as que permaneceram
em 25 °C (Fig. 2b). Esses resultados podem estar
relacionados a velocidade na perda de agua das
sementes (Tab. 1) em funcdo do tamanho delas. A
perda de agua foi maior nas sementes originadas
do meio e do topo em ambas as temperaturas de
armazenamento, indicando um estado imaturo
das mesmas. Ademais, o aumento no tempo de
armazenamento de sementes imaturas pode levar a
menores taxas de germinacdo (Castro et al. 2004),
como foi demonstrado por este estudo com as
sementes do topo.

A baixa temperatura influencia na atividade
respiratoria da semente e dos microrganismos
presentes, além de conservar os componentes
celulares e permitir a disponibilizagdo das
reservas (Villela & Peres 2004). Uma avaliagdo
pontual, aos 61 dias, em sementes provenientes
da mesma posi¢cdo do escapo floral nas duas
temperaturas utilizadas neste estudo, ndo revelou
diferencas significativas quanto a porcentagem
de emergéncia de plantas (dados ndo mostrados),
apesar dos resultados indicarem uma tendéncia de
que a temperatura de 10 °C seja mais favoravel ao
armazenamento das sementes desta bromélia (Fig.
2). O armazenamento em temperaturas maiores
pode promover a deterioracdo das sementes
devido a aceleragdo do seu metabolismo, por
isso para muitas espécies 0 armazenamento em
baixas temperaturas ¢ recomendado (Villela &
Peres 2004; Demito & Afonso 2009). Desse
modo, sugere-se que as sementes de A. imperialis
sejam armazenadas a 10 °C a fim de aumentar sua
longevidade, principalmente caso ndo seja possivel
a germinagdo imediata das sementes.

Para a bromélia Nidularium innocentii,
as sementes armazenadas a 4 °C apresentaram
maior germinagdo em comparagdo com aquelas
mantidas a 18 °C, mas ambas as taxas decairam
conforme se prolongava o armazenamento,
independente da temperatura (Pereira et al.
2010), resultado semelhante ao apresentado neste
estudo. Entretanto, as sementes da bromélia
Puya raimondii Harms armazenadas a 11 °C
mostraram um menor teor hidrico e uma maior
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Figura 2 — Porcentagem de emergéncia de plantas de
Alcantarea imperialis a partir de sementes obtidas da base
(barras pretas), meio (barras cinzas) e topo (barras brancas)
do escapo floral. A porcentagem de plantas formadas foi
determinada apos 30 dias de semeadura em seguida da coleta
de sementes (Ti = tempo inicial) e apds armazenamento (a.
na temperatura de 25 °C; b. na temperatura de 10 °C) por
26, 61, 154 e 213 dias. Letras maitisculas comparam os
valores de plantas formadas a partir de sementes obtidas
da mesma posigao do escapo floral ao longo do periodo de
armazenamento e letras mintisculas comparam os valores
de plantas formadas a partir de sementes obtidas das trés
posigdes do escapo floral dentro do mesmo periodo de

armazenamento pelo teste Tukey a 5% (n = 3).

Figure 2 — Plants emergency of Alcantarea imperialis from seeds
obtained from base (black bars), middle (gray bars) and top (white
bars) of floral scape. The percentage of plants formed was determined
after 30 days of sowing after seed collection (Ti = initial time) and
after storage (a. at 25 °C; b. at 10 °C) for 26, 61, 154 and 213 days.
Uppercase letters compare values of plants formed from seeds
obtained from the same position of the floral scape over the storage
period and lowercase letters compare values of plants formed from
seeds obtained from the three positions of the floral scape within the
same period of storage by the Tukey test at 5% (n = 3).
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viabilidade em relacdo as sementes armazenadas
a 21 °C (Vadillo et al. 2004). Ademais, deve-se
considerar que temperaturas baixas ndo aceleraram
o metabolismo da semente, reduzindo o consumo de
suas reservas. Essa variagao nos resultados dentre
espécies demonstra a importancia da avaliagdo da
temperatura de armazenamento e do teor hidrico
para a manutengao da viabilidade nas sementes de
Bromeliaceae.

Apos o armazenamento a 10 °C por 213
dias, foi realizado o cultivo in vitro das sementes
de A. imperialis em meio nutritivo com diferentes
concentragdes de sacarose. Essa técnica favoreceu
a germinacdo dessa espécie, pois verificou-se o
dobro da emergéncia de plantas em comparagao as
sementes de Ti germinadas em gerbox (57% e 26%,
respectivamente). Esse aumento ocorreu apenas para
as sementes da base em meio nutritivo contendo
10 g.L'! de sacarose. Entretanto, em concentragdes
maiores desse carboidrato, a porcentagem de
emergéncia de plantas diminuiu para 44% com o
uso de 20 ou 30 g.L"'. Nao foi observada a influéncia
da sacarose sobre a porcentagem de emergéncia
de plantas a partir do uso das sementes do meio
e do topo do escapo (0% nas sementes do topo e
de 2% a 3% nas sementes da regido do meio do
escapo). Esse resultado pode estar relacionado
com o alto teor hidrico encontrado nas sementes
do meio em Ti (62%), sugerindo que estas estariam
imaturas e por isso ndo toleraram a desidratagdo
que ocorreu durante o armazenamento por 213
dias, a qual reduziu seu conteudo hidrico para
12% (Tab. 1). Conforme relatado anteriormente, o
armazenamento de sementes imaturas pode reduzir
as taxas germinativas (Castro et al. 2004). Em
sementes da espécie arborea Vochysia divergens
Pohl também foi verificado uma redugdo no teor
hidrico acompanhada de uma queda na germinagéo
no maior tempo de armazenamento (150 dias)
(Oliveira et al. 2018).

Estudos mostram que a concentragdo de
sacarose pode influenciar na germinagao e obtencao
de plantas em diferentes espécies, ja que um
aumento na concentragdo deste agucar pode levar
a uma redugdo no potencial osmoético do meio de
cultura, resultando em menor disponibilidade de
agua (Calvete ez al. 2002). Em sementes da bromélia
Tillandsia eizii L.B. Sm. a taxa de germinag@o ndo
apresentou diferenca entre aquelas mantidas em
meio de cultura sem sacarose ou suplementado
com 20 g.L'! (Pickens et al. 2003). J4 em sementes
da orquidea Cypripedium macranthos Sw., a
germinagdo foi favorecida no meio de cultura com
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10 g.L'' em comparacdo com aqueles em que
a sacarose era ausente ou apresentavam uma
concentragdo de 20, 30 ou 40 g.L' (Huh et al
2016). Para A. imperialis, o acréscimo de sacarose
favoreceu a emergéncia das plantas apenas com o
uso de sementes da base, provavelmente devido
a estas estarem em seu estado de maturagdo
fisiologica, conforme relatado anteriormente.

Diante da maior quantidade de plantas
formadas a partir de sementes provenientes
da base em relagdo as demais, foi realizado o
acompanhamento do crescimento in vitro dessas
plantas mantidas nas trés concentragdes de sacarose.
Apos quatro meses de cultivo, as plantas ndo
apresentaram diferengas para a maioria das variaveis
analisadas, sendo que apenas o nimero de raizes
foi maior nas plantas cultivadas em 20 g.L'! de
sacarose em relagdo aos outros tratamentos (Fig.
le; Tab. 2). Porém, deve-se destacar que a maior
porcentagem de folhas senescentes ocorreu nas
plantas mantidas em 10 g.L! de sacarose (Tab. 2;
Fig. le), apesar desta quantidade de sacarose ter
sido a mais favoravel a germinagdo. Trabalhos
com cultivo in vitro de diferentes espécies de
bromélias relataram o uso de 17 g.L'! de sacarose
para Vriesea inflata (Wawra) Wawra, de 20 gL' para
Acanthostachys strobilacea (Schult. f.) Klotzsch
& Otto e de 30 g.L! para Nidularium minutum
Mez e Ananas comosus var. ananassoides (Baker)
Coppens & F. Leal (Carvalho ef al. 2013; Freitas
et al. 2015; Andrade & Tamaki 2016; Santos et al.
2017; Silva et al. 2017). E descrito na literatura que
altos niveis de sacarose no meio de cultura podem
levar a um menor conteudo de agua disponivel para
os tecidos vegetais, resultando em alteragcdes na
emergéncia e no crescimento das plantas in vitro
(George et al. 2008; Bhatia ef al. 2015). Todavia, a
auséncia de sacarose pode afetar a sobrevivéncia das
plantas, como verificado para o abacaxi ornamental
(Ananas bracteatus (Lind.) Schult. & Schult. ), que
apresentou sobrevivéncia de 50% em meio nutritivo
sem sacarose e taxas variando de 95 a 100% com a
adic8o deste agucar, demonstrando a sua importancia
no meio de cultura (Oliveira et al. 2010).

Plantas da bromélia Vriesea inflata cultivadas
in vitro em diferentes concentragdes de sacarose
apresentaram um menor desenvolvimento
com 30 g.L'! ou mais deste aglicar, sendo que
aquelas cultivadas em menores concentragdes
apresentaram o maior crescimento radicular in
vitro ¢ consequentemente originaram plantas
maiores durante a etapa de aclimatizagdo, que ¢
a transferéncia de plantas cultivadas in vitro para
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Tabela 2 — Biometria, massa fresca, massa seca e contetido de pigmentos fotossintéticos em plantas de Alcantarea
imperialis mantidas in vitro por quatro meses em diferentes concentragdes de sacarose. Letras distintas na mesma

linha indicam que os dados diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. MS = massa seca. (n = 15).
Table 2 — Growth parameters, fresh and dry mass and photosynthetic pigment content in Alcantarea imperialis plants maintained in vitro
for four months at different concentrations of sucrose. Different letters on the same line indicate that the data differ from each other by

the Tukey test at 5%. MS = dry mass. (n = 15).

Concentracio de sacarose (g.L")

10 20 30

Raiz

Numero 3,13b 450a 3,13b
Comprimento (cm) 0,50 a 0,69 a 0,59 a
Massa fresca (mg.planta™) 0,49 a 1,07 a 0,51 a
Massa seca (mg.planta™) 0,11a 0,19a 0,20 a
Parte aérea

Numero de folhas 6,88 a 7,00 a 7,13 a
Folhas senescentes (%) 23,64 a 5,36 b 3,51b
Comprimento (cm) 2,23 a 2,26a 1,80 a
Massa fresca (mg.planta™) 48,40 a 42,84 a 37,84 a
Massa seca (mg.planta™) 395a 3,77 a 3,59a
Clorofila a (mg.g MS™) 9,70 a 895a 8,79 a
Clorofila b (mg.g MS™) 439a 431 a 402a
Carotenoides (mg.g MS™) 243 a 2,38 a 235a

condi¢des ex vitro (Freitas et al. 2015). Entretanto,
o uso de 30 g.L"! foi benéfico para a proliferagao de
calos de abacaxi (4dnanas comosus (L.) Merr. var.
Smooth Cayenne) induzindo o incremento na massa
seca, porém foi reduzido com a adigdo de 35 e 40
g.L'! desse carboidrato no meio nutritivo (Samuel
et al. 2018).

Oliveira et al. (2010), ao analisar diferentes
concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30 g.L")
durante o cultivo in vitro de Ananas bracteatus,
verificaram um menor conteudo de clorofila na
auséncia deste acucar, sugerindo que a sacarose
possa interferir em rotas metabolicas relacionadas
com a sintese deste pigmento. Essa resposta foi
distinta do observado para A. imperialis neste
trabalho, que nao apresentou alteracdes nesse
parametro (Tab. 2). Lembrechts et al. (2017) com a
bromélia Guzmania “Hilda” crescida in vitro com 5,
12,5, 25 e 40 g.L! de sacarose demonstraram que,
durante a etapa de aclimatizagio, as plantas oriundas
dos meios nutritivos com maiores concentragdes
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deste carboidrato dependem da quebra dos aguicares
e amido acumulados em suas folhas para a sua
sobrevivéncia e crescimento. Entretanto, as plantas
obtidas dos meios com menores adi¢ao de sacarose,
e consequentemente menor acumulo de agticares e
amido nas folhas, tiveram a fotossintese favorecida,
j& que esta ndo ¢ inibida por feedback mediado
pelos agucares.

O presente estudo mostrou como pode ser o
aproveitamento simultdneo das sementes presentes
ao longo do escapo floral da bromélia imperial,
associando ao armazenamento e cultivo inicial das
plantas visando a obtengdo de mudas. O contetido
de agua das sementes pode ser um parametro para
indicar a eficiéncia na obtengdo de plantas de 4.
imperial quando se considera o armazenamento
destas em diferentes temperaturas. Além disso a
deiscéncia dos frutos da bromélia imperial nem
sempre ¢ indicativo de que as demais sementes,
daqueles que ainda ndo se abriram, ndo possam
ser aproveitadas. Contudo, a porcentagem de
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obtencao de plantas varia em fun¢do do tamanho
das sementes, colhidas em diferentes posigdes do
escapo floral. Para a bromélia imperial, em relagdo
ao crescimento in vitro, os resultados mostraram
que 20 g.L!' de sacarose foi considerada mais
adequada que o uso de 30 g.L! para propiciar melhor
crescimento das plantas, revelando que nem sempre
a maior concentragdo ¢ a mais indicada.

Em geral, os trabalhos mostram a eficiéncia
da germinacdo isoladamente do estabelecimento
do cultivo in vitro. Verificou-se que as sementes
da porcdo basal do escapo, em relagdo ao
armazenamento, sdo as que germinam melhor
em relagdo as da por¢do mediana e apical, que
apresentam menor rendimento. Adicionalmente,
recomenda-se o armazenamento pelo periodo
maximo de dois meses, preferencialmente a 10
°C. Na impossibilidade de se cultivar em gerbox
(método menos dispendioso que o cultivo in
vitro) antes desse periodo, ¢ possivel otimizar a
germinagdo de sementes e crescimento das plantas
por meio do uso da técnica do cultivo in vitro,
utilizando 10 g.L!' de sacarose no meio nutritivo
MS/2 na etapa de germinacdo e 20 g.L"! deste agtcar
para o crescimento das plantas. Considerando-se o
fato da bromélia imperial ser ameagada de extingao,
estando classificada como vulneravel de acordo
com a Portaria n®443/2014 (MMA 2014), e possuir
crescimento lento, o aproveitamento maximo das
sementes de todo o escapo floral, coletando-os no
momento da deiscéncia dos frutos, pode ser uma
estratégia de conservagao.
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