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RESUMO

A familia Bromeliaceae apresenta grande importancia econdmica e ecoldgica,
principalmente por seu valor ornamental e por constituir importantes componentes
para a manutencao da biodiversidade do bioma Mata Atlantica. A fragmentacao do
seu habitat e a sobre-exploracdo para fins ornamentais, tem tornado algumas
espécies de bromélias vulnerdveis a extingdo. A propagacdo de espécies via
germinacao de sementes e o cultivo in vitro de explantes vegetativos tém sido
ferramentas importantes para aumentar a produgdo de mudas na tentativa de
diminuir o extrativismo como fonte principal de abastecimento do mercado
consumidor. Além disso, essas praticas representam alternativas viaveis de
conservacao ex situ de germoplama vegetal de bromeliaceas. Nesta revisdo serao
abordados aspectos relacionados ao processo de germinacdo de sementes de
bromélias e de sistemas de propagacao in vitro.
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PROPAGATION IN BROMELIACEAE: SEED GERMINATION AND IN VITRO
CULTURE

ABSTRACT

The family Bromeliaceae presents great ecological and economic importance, mainly
for its ornamental value and constitute important components to maintaining the
biodiversity of the Atlantic forest biome. Fragmentation of habitat and over-
exploitation for ornamental purposes has made some bromeliad species vulnerable
to extinction. The propagation of species for seed germination and in vitro culture of
vegetative explants have been important tools to increase seedling production in an
attempt to decrease the extraction as the main source of supply to the consumer
market. Moreover, these practices represent viable alternatives for ex situ
conservation of germplasm of bromeliads. In this review we discuss aspects related
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to the process of germination of bromeliads and in vitro propagation systems.

KEYWORDS: Bromeliads, seeds, micropropagation, acclimatization

INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae compreende, aproximadamente, 60 géneros e 3170
espécies (LUTHER, 2008). Atualmente esta dividida em oito subfamilias:
Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae, Bromelioideae (MOBOT, 2008).

Seus representantes ocorrem preferencialmente nas zonas tropicais (LEME,
1997; PAULA & SILVA, 2001; SOUZA & LORENZI, 2005), estendendo-se desde o
sul da América do Norte, passando pela América Central até chegar a regido da
Patag6nia na América do Sul. Apenas uma espécie é referida para o continente
africano na regido da Guiné, Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed
(REITZ, 1983; JACQUES-FELIX, 2000).

A familia relne plantas na sua maioria herbaceas, perenes, terrestres, epifitas
ou rupicolas, com caule reduzido, portadoras de folhas longas dispostas em rosetas
e densamente imbricadas na base (SCHULTZ, 1990, JUDD et al., 1999; SOUZA &
LORENZI 2005; WANDERLEY & MARTINS, 2007). As folhas podem apresentar
bainha aberta, pouco ou muito distinta da lamina e, geralmente, de consisténcia
mais delicada, com margem em geral inteira ou serrilhada a espinescente; lamina
coridcea, carnosa até membranacea, verde, acinzentada, avermelhada a vinacea,
algumas vezes alva, com ou sem ornamentacdes de diferentes cores em forma de
estrias, faixas ou maculas, desde filiforme a muito alargada, com &pice muito
variavel, margem inteira ou serrilhada a fortemente espinescente (WANDERLEY &
MARTINS, 2007).

Para as espécies de bromélias formadoras de tanque, a importancia das
raizes tem sido atribuida a funcdo de fixar a bromélia a planta hospedeira, tendo
pouca ou nenhuma contribuicdo na aquisicdo de nutrientes. Portanto, as bromélias
formadoras de tanque seriam capazes de adquirir os elementos minerais,
preferencialmente, por absorcao foliar (BENZING, 1976; BENZING et al., 1978).

Além disso, a agua acumulada no tanque € um reservatorio para diversos
animais, desde larvas de insetos até aves e mamiferos, que podem utiliza-la como
fonte de agua, alimento, abrigo ou sitio de acasalamento (OLIVEIRA et al., 1994;
OLIVEIRA & ROCHA, 1997; ROCHA et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2006; CHAN et
al., 2007; FRANK & LOUNIBOS, 2009). Alguns animais desenvolvem seu ciclo de
vida exclusivamente nesta agua, como o crustaceo Elpidium bromeliarum Miiller,
1880 (REITZ, 1983). Ja outros utilizam esta agua eventualmente, como sapos,
pererecas, gambas, etc. Segundo ROCHA et al., (2004), por causa do acumulo de
agua dentro dos tanques, organismos vivem ao seu redor, dessa forma as bromélias
funcionam como um amplificador da biodiversidade e ao serem destruidas afetam
outros organismos. Manter espécies de bromélias nos seus ambientes significa, néo
apenas conservar as especies de bromélias per se, mas sim, conservar uma ampla
gama da diversidade local.

Em conseqliéncia, a rigueza e a abundancia de espécies de bromélias em um
determinado bioma podem ser utilizadas para estimar o status de conservagao do
ambiente e a capacidade de suporte da biodiversidade (LEME & MARIGO, 1983). O
fato de mais da metade das espécies da familia ser epifita obrigatoria ou facultativa
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ressalta a relevancia de seu papel bioldgico, a medida que essas plantas criam no
interior das florestas nichos ecolégicos em diversos patamares, bem acima do solo.
Soma-se a isso 0 grande contingente de espécies rupicolas, que tornam “habitaveis”
as superficies rochosas totalmente expostas e desprovidas de solo, inclusive as
verticais (LEME & SIQUEIRA FILHO, 2006).

A maior diversidade da familia encontra-se na América do Sul; cerca de 73%
dos géneros e 40% das espécies. A Floresta Atlantica é um dos centros de
diversidade da familia Bromeliaceae e varios de seus géneros e espécies sao
endémicos deste ecossistema, podendo estar limitados a areas muito reduzidas
(NUNES, 2002). Estima-se que cerca de 40% das bromélias registradas na Floresta
Atlantica estdo enquadradas em alguma categoria de ameaca; 54 espécies estao
incluidas na categoria criticamente em perigo, 89 em perigo, 182 vulneraveis e 17
raras, porém € provavel que estes numeros estejam subestimados devido a
deficiéncia de informacgdes sobre esta familia (MARTINELLI et al., 2008).

A exploracéo dos recursos florestais da Floresta Atlantica tem sido exercida
de maneira predatoria, o extrativismo para fins comerciais tem se tornado uma das
principais fontes de abastecimento do mercado e um dos fatores que ameacam
muitas populac¢des naturais, entre elas as bromélias (MENDES et al., 2007).

Nesta revisdo pretende-se compilar, resumidamente, os principais estudos
envolvidos com a propagacdo de espécies de bromélias, enfocando tanto os que
sao por sementes como aquelas obtidas por técnicas de cultivo in vitro.

PROPAGACAO POR SEMENTES

A producdo de bromélias pode ser iniciada a partir de sementes, que para
germinarem podem levar de alguns dias a semanas, dependendo da espécie
semeada, como Acanthostachys pitcairnoides (Mez) Rauh & Barthlott que leva cerca
de quatro dias e Bromelia plumieri (E.Morren) L.B. Sm. que pode levar até 40 dias
(PEREIRA, 1988; ROUSSE, 1992; MENESCAL, 1994).

A forma de propagacdo mais utilizada por produtores de bromélias da regiao
metropolitana de Curitiba é a partir de sementes (SANTOS et al., 2005). O sucesso
da semeadura estad intimamente ligado a umidade do substrato, que pode ser
matéria vegetal decomposta (folhas, restos de grama, casca de arvores etc.) ou uma
mistura desses materiais com areia lavada, buscando-se manter as plantulas em
locais abrigados da chuva e do sol para que ndo sejam danificadas (MENESCAL,
1994; PAULA & SILVA, 2001).

Muitas espécies de bromélias requerem a presenca de luz para que as
sementes germinem (DOWNS, 1964), esse controle do processo germinativo pela
luz estd relacionado com a adaptacdo das espécies a seus habitats (MAYER,;
POLJAKOFF-MAYBER, 1982). MERCIER & GUERREIRO FILHO (1990), em
trabalho sobre o efeito da luz e da temperatura na germinacao de algumas espécies
de bromélias, verificaram que as sementes sdo fotoblasticas positivas, néo
encontrando diferencas entre os regimes fotoperidédicos de oito e 16 horas. Com
relacdo a temperatura, 0S mesmos autores afirmam que a maior parte das espécies
germinam entre 20 e 30C.

Conforme MOLLO (2009) observou, em estudo sobre a germinagdao de
sementes de Alcantarea imperialis em temperaturas de 15°C, 15/30°C (termoperiodo
escuro/claro) e 30°C, o tempo de emergéncia das plantulas varia em fungdo da
temperatura, sendo que em 30°C ocorreu 80% da emergéncia em 14 dias.
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Segundo PAULA & SILVA (2001), a falta de agua pode implicar na reducéo
da porcentagem de germinagdo ou morte das plantulas recém germinadas. Por outro
lado, o excesso de umidade pode provocar o aparecimento de fungos na semente,
causando o mesmo efeito. Em regides com baixa umidade relativa do ar é
aconselhavel cobrir a sementeira com plastico transparente, formando uma estufa.
As plantulas, quando atingem cerca de um a dois cm, podem ser pulverizadas com
adubos foliares, utilizando-se sempre a metade da dose recomendada pelo
fabricante do produto.

Os produtores menos especializados e que usam menos tecnologia optam
pelo cultivo por meio de sementes colhidas de matrizes préprias, enquanto os que
buscam especializacdo e melhores recursos tecnoldgicos estao procurando material
de propagacao mais tecnicamente elaborado, como aquele proveniente de cultivo de
meristemas ou de sementes selecionadas (ANDRADE & DEMATTE, 1999).

A propagacdo de bromélias a partir de sementes, dependendo da espécie
cultivada, pode ndo ser capaz de fornecer um grande numero de plantas em um
curto espago de tempo, sendo a uniformidade e o vigor das plantas uma
caracteristica interessante ao produtor comercial. Nesse sentido, a multiplica¢éo in
vitro oferece algumas vantagens, como taxas mais elevadas de obtencdo de mudas
com qualidade fitossanitaria (MERCIER & NIEVOLA, 2003). Mas, se o principal
objetivo € a preservacdo do patriménio genético de uma dada espécie, a
micropropagacao deve ser iniciada por meio da cultura in vitro de sementes, as
quais devem ser coletadas de diferentes populagbes na natureza, compondo uma
amostragem ampla de gendtipos (ENGELMANN, 1991; MENESCAL, 1996;
MERCIER & NIEVOLA, 2003).

Segundo MANTOVANI & IGLESIAS (2005), em estudo sobre a germinacéo e
desenvolvimento inicial de plantula de trés espécies de bromélias terrestres, o
aparecimento de escamas ocorre ainda na primeira folha, o que poderia favorecer
seu estabelecimento em substratos mais secos e iluminados.

Outros trabalhos foram realizados com plantulas de bromélias tendo como
enfoque fornecer informacfes para a taxonomia, dentre eles, destacam-se: o de
PEREIRA (1988), sobre a morfologia do desenvolvimento péds-seminal de 56
espécies da subfamilia Bromelioideae, fornecendo informacdes sobre a germinacéo
e as principais fases do desenvolvimento pds-seminal, além de apresentar um
glossario relativo a terminologia empregada; o de SCATENA et al., (2006), que
observaram o desenvolvimento pds-seminal e a morfologia da semente de trés
espécies de Tillandsia; o de PEREIRA et al., (2008), cujo estudo demonstrou que a
morfologia de sementes e o desenvolvimento pds-seminal constituem ferramentas
Uteis para estudos taxondmicos, ecoldgicos e de tecnologia de sementes.

MICROPROPAGACAO

A biotecnologia é uma das ferramentas utilizadas na conservacdo das
espécies ameacadas de extincdo. Dentre as técnicas utilizadas para propagacéo
dessas espécies destaca-se o cultivo in vitro, tanto na germinacdo de sementes
como na propagacao clonal por explantes (ENGELMANN, 1991; FAY; 1992; 1994;
SARASAN et al., 2006).

O cultivo in vitro tem muitas vantagens sobre as técnicas de propagacao
convencionais, como a rapida multiplicacdo em ambiente controlado, condi¢cdes
livres de patdgenos, reducdo de espaco fisico utilizado para o cultivo, entre outros
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(FAY, 1994; ENGELMANN, 1997; THORPE; HARRY, 1997; KOZAI et al., 1997).
Também, por meio dessa técnica € possivel intensificar a producdo de varias
espécies ornamentais (DEBERGH & MAENE, 1981; DEBERGH, 1994; MERCIER &
KERBAUY, 1997) em atendimento a demanda do mercado de flores e, assim,
contribuir indiretamente para a reducdo do extrativismo como, por exemplo, das
bromélias (ZORNIG, 1996; MERCIER & NIEVOLA, 2003).

A propagacao vegetativa de bromélias na natureza é lenta e a producao de
mudas por meio de sementes nao supera as necessidades de propagacéo destas
plantas, pois as taxas de germinacdo no ambiente natural, em geral, sdo baixas
(MERCIER & KERBAUY; 1995) e seu cultivo para comercializagdo ndo supre a
demanda do mercado consumidor (SANTOS et al., 2005). Assim, o desenvolvimento
de técnicas de cultivo in vitro de bromélias ornamentais € uma importante estratégia
para a conservacao, pois possibilita maior fornecimento de plantas no mercado,
reduzindo a procura por individuos provenientes da natureza (TAMAKI et al., 2011).

Em bromélias, as respostas morfogénicas in vitro a partir de diferentes fontes
de explantes estdo geralmente associadas com a organogénese direta, levando a
producao de brotos e/ou raizes (CARNEIRO et al., 1999).

Na tentativa de maximizar a diversidade genética das plantas produzidas por
meio de técnicas in vitro, o material preferido para a iniciacdo de culturas é,
normalmente, a semente. Dessa forma, espera-se que a integridade genética das
plantas seja mantida, sem correr o risco de induzir a variagdo somaclonal,
relacionada com a utilizacdo de sistemas de cultura de calos e suspenséao, dentre
outras (FAY, 1994; MERCIER & NIEVOLA, 2003).

Entre as principais vantagens do cultivo in vitro a partir de sementes estédo a
maior porcentagem de sementes germinadas e velocidade de germinacdo quando
comparadas ao processo ocorrido em ambiente natural (MERCIER & KERBAUY,
1995) e a possibilidade de gerar um grande nimero de plantas-matrizes, evitando a
retirada de individuos da natureza. Adicionalmente, as plantulas obtidas in vitro podem
funcionar como doadoras de explantes para posterior processo de propagacao,
visando a clonagem em larga escala, auxiliando na reducdo da atividade extrativista e
no abastecimento do mercado paisagistico e floricultor (PEREIRA et al., 2011). Estas
plantulas também podem ser mantidas em meio de crescimento sendo posteriormente
aclimatadas.

A germinagdo de bromélias in vitro tem sido relatada na literatura com
resultados diferenciados para as espécies. Segundo POMPELLI et al., (2006), o
conhecimento disponivel para 0 manejo e analise de sementes de plantas nativas &
restrito, ndo sendo conhecidos atributos fisicos e fisiolégicos, bem como
informacbOes basicas sobre a germinacédo, o cultivo e as potencialidades destas
espécies.

No cultivo in vitro, fatores como temperatura, luminosidade, agua, substratos
e nutrientes podem ser controlados (DEBERGH, 1991; KOZAI et al.,, 1997;
POSPISILOVA et al., 1999; SIMOES et al., 2001; HAZARIKA, 2003; RODRIGUES et
al., 2005). Aléem disso, o ambiente do cultivo in vitro pode ser caracterizado por
apresentar espaco limitado, baixa irradiacdo, alta umidade relativa do ar no interior
dos frascos, 0 que pode levar a trocas gasosas ineficientes e a um estado de
saturacéo de CO, (KOZAI et al., 1997; POSPISILOVA et al., 1999).

Nos protocolos de micropropagacdo de bromélias podem ser utilizados varios
tipos de explantes, como: plantulas (GALVANESE et al., 2007; SILVA et al., 2008;
SILVEIRA et al., 2009), segmentos florais (HUANG et al., 2010) apices caulinares
(PARDO et al., 2008), folhas, caules (CARNEIRO et al., 1999; MENDES et al., 2007,
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SILVA, A.L.L. etal., 2009) brotos laterais (MATHEWS & RAO, 1992) entre outros.

Tecidos como a regido basal de folhas e escamas em bulbos de
monocotiledéneas apresentam ceélulas com potencial morfogenético quando ativado
por reguladores de crescimento (GUERRA & VESCO, 2010). Estes explantes tém
sido utilizados com sucesso em sistemas de cultivo in vitro em varias espécies de
bromelidceaes (CARNEIRO et al., 1999; MERCIER & KERBAUY, 1997; ALVES &
GUERRA, 2001; FARIA, 2011; SIMAO, 2011).

Os primeiros trabalhos com o cultivo in vitro de bromélias iniciaram-se na
década de 70 com MAPES (1973), que utilizou apices caulinares de Ananas
erectifolius L.B. Sm., Portea petropolitana (Wawra) Mez, Guzmania sp. inoculadas
em meio de cultura K (Knudson 1946) e fitorreguladores. Em seguida, JONES;
MURASHIGE (1974) utilizaram apices caulinares e gemas axilares de Aechmea
fasciata (Lindl.) Baker inoculadas em meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), suplementado com fitorreguladores, logo apds testaram essas condi¢cfes
para outros 19 géneros de Bromeliaceae.

Devido a sua importancia econdmica, a espécie de bromélia mais produzida
por técnicas de cultivo in vitro € o abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril). O primeiro
trabalho foi de MATHEWS & RANGAN (1979), sobre os fatores hormonais na
formacdo do calo e subsequiente regeneracédo das plantas. Outros trabalhos foram
realizados testando protocolos, principalmente a concentracéo de fitorreguladores e
o tipo de meio de cultura, a fim de obter um grande numero de plantas de alta
gualidade (MATHEWS & RANGAN, 1981; ZEPEDA & SAGAWA, 1981; PESCADOR
& KOLLER, 1992; KISS et al., 1995; DEVI et al., 1997; TENG, 1997; GUERRA et al.,
1999; VESCO et al., 2000; GONZALEZ-OLMEDO et al., 2005; TAMAKI et al., 2007).

Também foram descritos diversos outros sistemas de cultura in vitro para
bromélias, tanto de espécie de interesse ornamental (ZIV et al., 1986; MERCIER &
KERBAUY, 1992; NAVES, 2001; SANTOS, 2009), como para endémicas e
ameacadas (MERCIER & KERBAUY, 1994; 1995; ARRABAL et al., 2002; PICKENS
et al., 2003; DROSTE et al., 2005; RECH FILHO et al., 2005; GARCIA-SUAREZ et
al., 2006; ALVES et al., 2006, SILVA et al., 2007, SILVEIRA et al., 2009), bem como
para estudos fisioldgicos, principalmente sobre a assimilagdo de nitrogénio
(ENDRES; MERCIER, 2001; NIEVOLA et al., 2001; ENDRES et al., 2002; KURITA,
2008) e estudos sobre o efeito da temperatura no metabolismo (NIEVOLA et al.,
2005; MOLLO, 2009).

Tais sistemas incluem a obtencdo de plantas in vitro a partir de: sementes
(MERCIER & KERBAUY, 1994; MERCIER & KERBAUY, 1995; NIEVOLA et al.,
2005; PICKENS et al., 2003, DROSTE et al., 2005; GARCIA-SUAREZ et al., 2006;
ALVES et al., 2006; PICKENS et al., 2006, SILVA et al., 2007; MOLLO, 2009; SILVA
et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009; CHU et al., 2010); apices caulinares (DAVIDSON
& DONNAN, 1977; PARDO et al., 2008); gemas axilares (MATHEWS & RANGAN,
1981; ZIV et al., 1986; PESCADOR & KOLLER, 1992; KISS et al., 1995; RECH
FILHO et al., 2005); segmentos nodais (NIEVOLA et al., 2005; TAMAKI et al., 2007;
SANTOS, 2009); meristemas (TOMBOLATO et al, 1991); folhas (HOSOKI;
ASAHIRA, 1980; MERCIER; KERBAUY, 1992; VINTERHALTER & VINTERHALTER,
1994).

Porém, a maioria dos estudos utiliza reguladores de crescimento, em
diferentes concentracdes e combinagdes, a fim de garantir a produgao das plantas.
As combinacdes entre o uso de reguladores e os tipos de explantes séo definidas de
acordo com a resposta morfogénica desejada e a disponibilidade de plantas
matrizes. Portanto, o desenvolvimento de protocolos eficientes de micropropagacao
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exige adequac0Oes para cada espécie, relativas ao tipo de explante, as combinacdes
de reguladores de crescimento e as condi¢des de cultura (CARNEIRO & MANSUR,
2004).

A suplementagdo de meios de cultura com reguladores como o Aacido
naftalenacético (ANA) e o 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido associada com
eventos morfogenéticos durante o estabelecimento in vitro de bromeliaceas.
Plantulas de Aechmea blanchetiana e Vriesea gigantea estabelecidas in vitro por
meio de sementes apresentaram maior numero de brotos no meio MS liquido
suplementado com 26,85 yM ANA e 22,62 uM BAP e no meio MS sdélido
suplementado com 0,54 yM ANA e 2,22 yM BAP, respectivamente (GALVANESE et
al., 2007; BENCKE & DROSTE, 2008).

CARNEIRO et al., (1999) utilizando explantes foliares e hastes caulinares de
plantulas estabelecidas in vitro de Neoregelia cruenta com 7, 14 e 24 semanas de
cultivo observaram uma maior formacao de brotos em explantes com sete semanas
de cultivo nos meios suplementados com 2,5 uM ANA e 22 uM BAP.

Meios de cultura suplementados com ANA e BAP também foram eficientes na
inducéo de brotos nas espécies Dyckia maritima (SILVA et al., 2008), Neoglaziovia
variegata (SILVEIRA et al., 2009), Vriesea scalaris (SILVA, A. L. L. et al., 2009),
Billbergia distachia (MENDES et al., 2007), Aechmea ramosa (FARIA, 2011) e
Bilbergia euphemiae (SIMAO, 2011)

Embora tenha muitas vantagens, as técnicas de micropropagacao
apresentam custos elevados, se levar em conta todo o processo da multiplicacao,
crescimento e aclimatacdo (KOZAI, 1991). Alguns fatores que aumentam o custo da
producdo sao: o longo periodo requerido em cada estadio da cultura; a baixa taxa de
multiplicacéo; a contaminacao bioldgica; a porcentagem de plantas mortas devido ao
estresse ambiental durante a fase da aclimatacdo; as desordens fisioldgicas e
morfolégicas durante a fase de multiplicacdo ou do crescimento; os significativos
custos com a iluminacéo, ar condicionado e esterilizacdo; os significativos custos
com os frascos, nutrientes, reguladores de crescimento, agentes gelificantes e
carboidratos; o espaco requerido para a preparacdo e manutencdo das culturas
(KOZAI, 1990; ZORNIG, 1996).

Dentre os fatores que podem influenciar o crescimento e desenvolvimento das
plantas in vitro pode-se citar a temperatura. NIEVOLA et al., (2005) verificaram uma
reducdo do crescimento de plantas de Ananas comosus (L.) Merr. quando cultivadas
in vitro em termoperiodo (28°C claro/ 15°C escuro), em comparacdo com plantas
mantidas a 28°C constante, sendo o parametro mais afetado o comprimento da
planta, pois as plantas que se desenvolveram em temperatura constante
apresentavam o dobro do comprimento se comparadas com as plantas que
permaneceram em alternancia de temperatura. Além disso, a mudanca no regime de
temperatura afetou o metabolismo fotossintético de CAM para Cs;. A reducdo no
crescimento também foi demonstrado em trabalho de MOLLO (2009), sobre o efeito
da temperatura no crescimento in vitro de plantas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms, sugerindo que a temperatura baixa teve maior influéncia em inibir o
crescimento das plantas do que a temperatura alta em estimular o processo, no
entanto ndo foram observadas alteragfes na morfologia da espécie estudada.

Outro fator importante para o desenvolvimento das plantas é a eficiéncia
fotossintética e, segundo ENGEL & POGGIANI (1991) esta ligada ao teor de clorofila
das plantas, que pode afetar o crescimento e influenciar a adaptabilidade das
mesmas aos diversos ambientes. Plantas da mesma espécie cultivadas in vitro
apresentam, normalmente, reducdo nos teores de clorofila, quando comparadas
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aquelas plantas aclimatadas (POSPISILOVA et al., 1999; BORGHEZAN et al.,
2003).

Além do crescimento, que usa dados biométricos ou de massa, a
quantificacdo do conteudo de clorofila e a de outros compostos nitrogenados tém
sido parametros importantes na avaliacdo da nutricdo nitrogenada (ARGENTA et al.,
2004). No crescimento de plantas clonadas de Ananas comosus cultivar Smooth
Cayenne, cultivadas in vitro em diferentes diluigdes dos macronutrientes do meio MS
(MURASHIGE & KOOG, 1962), foi possivel observar que a quantidade de clorofilas
a+b ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos MS, MS/2 e MS/5,
concluindo que a quantidade absorvida e assimilada de nitrogénio, a partir do meio
MS/5, foi suficiente para o desenvolvimento normal dessas plantas (TAMAKI et al.,
2007).

Uma vez regeneradas as plantulas in vitro, as mesmas devem ter a
capacidade para sobreviverem em condigbes naturais de cultivo. Assim, outro
momento crucial para o sucesso do cultivo in vitro é a fase da aclimatacdo, ou seja,
guando as plantas saem das condic¢des in vitro e sdo transferidas para as estufas
(condicéo ex vitro). O indice de sobrevivéncia para algumas espécies, nessa fase de
aclimatacdo, é muito baixo, tornando-se um grave problema na producao de plantas
(DONNELLY & TISDALL, 1993; KADLECEK et al., 2001). Portanto, o processo de
aclimatacdo deve ser realizado gradativa e cuidadosamente na tentativa de
minimizar as perdas.

Nesta fase a planta passa de um ambiente de baixa transpiracdo, devido a
baixa irradiancia e a elevada umidade relativa, para um ambiente que demanda um
incremento no fluxo transpiratério, ficando muito suscetivel ao estresse hidrico.
Ainda, a planta passa de um estado heterotrofico, na qual depende do suprimento
exdgeno de energia (fonte de acucar no meio) e de alta disponibilidade de
nutrientes, para um estado autotrofico, no qual precisa realizar fotossintese e
incrementar rapidamente a absorcdo de nutrientes para  sobreviver
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; CAMPOSTRINI & OTONI, 1996).

Dessa forma, parametros morfofisiolégicos do crescimento, como a utilizagao
do CO; e producgéao de biomassa (FILA et al., 1998; MACIEL et al., 2000; RADMANN
et al., 2001; SHIM et al., 2003), teor de clorofila (BORGHEZAN et al., 2003; SHIM et
al., 2003), caracteristicas estomaticas (BARRY-ETIENNE et al., 2002; LOURO et al.,
2003; SHIM et al., 2003; BARBOZA et al., 2006), transpiracao e potencial hidrico das
folhnas (FILA et al.,, 1998; BARRY-ETIENNE et al., 2002), tém sido avaliados e
relacionados a aclimatagéo de plantas provenientes de cultura in vitro.

Vérios aspectos tém sido considerados para se estabelecer qual o melhor
momento para a transferéncia das plantas cultivadas in vitro para a casa de
vegetacdo. Dentre eles pode-se citar o tempo de cultivo (SKREBSKY et al., 2004) e
a massa das plantas (BARBOZA et al., 2006). Contudo, o parametro mais relatado é
o tamanho das plantas micropropagadas, como foi observado para Syringa vulgaris
L. (HILDEBRAND & HARNEY, 1983), para Euphorbia fulgens Karw. (ZHANG,
STOLTZ, 1989), Daphne odora Thunb. (CHRISTIE & BRASCAMP, 1989),
Saintpaulia ionantha Wend| (TERCEIRO NETO et al., 2004).

Segundo PIERIK (1987), a diminuicdo dos subcultivos e, consequentemente,
no tempo de cultivo in vitro aumenta a economia de materiais e substancias, sendo
importante na relacédo custo - beneficio para a producado comercial. RODRIGUES et
al., (2004), em trabalho com o desenvolvimento de mudas de Alcantarea imperialis
em diferentes substratos, relataram que as plantas foram transferidas do cultivo in
vitro com 7 meses de idade e 7,5 cm de altura, ndo fazendo mencédo se plantas
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mantidas em outros periodos no cultivo in vitro apresentaram sucesso na
aclimatacao.

Adicionalmente, o desenvolvimento de raizes também foi considerado como
fator importante para a aclimatacéo de plantas de morangueiro (Fragaria x ananassa
Duch.) (CORSATO & CROCOMO, 2002). Esses autores concluiram que as plantas
mais indicadas para a aclimatacdo apresentavam cinco centimetros de altura, pelo
menos dois pares de folhas e raizes ja desenvolvidas, porém ndo mencionaram qual
o tempo de cultivo in vitro necessario para produzir plantas desse tamanho. Por
outro lado, SOBRINHO et al., (2007), em trabalho sobre a permanéncia no cultivo in
vitro de plantas de capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.), verificaram que
guanto maior o tempo in vitro menor era a porcentagem de sobrevivéncia das
plantas na aclimatacdo. Porém, ainda ndo se sabe se o tempo de permanéncia das
plantas no cultivo in vitro interfere no sucesso da aclimatacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a grande importancia da familia Bromeliaceae e os problemas
associados a erosdo genética devido a exploracdo excessiva de seu germoplasma
vegetal na natureza, o desenvolvimento de trabalhos que visem o estabelecimento
de formas alternativas de obtencdo de mudas torna-se necessario e de grande
importancia, pois contribuira para a diminuicdo do extrativismo de muitas espécies
para fins ornamentais.

Neste contexto, conhecer os aspectos relacionados a propagacdo das
espécies em condi¢gBes ex situ, seja por germinacdo de sementes ou cultivo in vitro
de outros explantes vegetais, torna-se de extrema relevancia.

Assim, a realizacdo de estudos multidisciplinares que abordem aspectos da
fisiologia, bioquimica, anatomia e genética do processo de germinacao de sementes,
in vitro e ex vitro, e das respostas morfogénicas estabelecidas in vitro poderdo
auxiliar na adocdo de medidas mais eficientes nos sistemas de propagacdo de
bromélias de forma a obter maior quantidade de mudas e de boa qualidade
fitossanitaria para o mercado horticultor. Além disso, contribuird também na
conservagdo e construcdo de bancos de germoplasma de importantes
representantes desta familia.
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