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Introducao

Bromeliaceae

Bromeliaceae ¢ considerada a maior familia de faner6gamas de distribui¢do neotropical
(Gilmartin 1973), reunindo 57 géneros e 3086 espécies (Luther 2004). A familia ¢é
tradicionalmente subdividida nas subfamilias Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae que
podem ocorrer em todos os ecossistemas compreendidos entre o sul dos Estados Unidos, o leste
brasileiro e a regido central da Argentina e do Chile. Essas plantas ocorrem desde o nivel do mar
até as montanhas andinas a cerca de 4.000 metros de altitude (Smith & Downs 1974), sendo citada
apenas a espécie Pitcairnia feliciana existente na costa ocidental da Africa. Seus representantes
sdo encontrados em todos os tipos de vegetacdo, desde ambientes mesofilicos até xéricos (Smith
& Downs 1974, Benzing 2000). No Brasil, ocorrem cerca de 40% das espécies e 73 % dos
géneros, sendo que destes, 80% sdo encontrados na Mata Atlantica (Leme & Marigo 1993).

Bromeliaceae ¢ caracterizada por reunir plantas epifitas, terricolas, rupicolas ou saxicolas,
com caule geralmente curto e recoberto por bainhas foliares. As folhas sdo alternas, polisticas ou
disticas, em geral formando roseta em torno do caule. A superficie foliar ¢ recoberta por tricomas
especializados (escamas foliares) e as margens podem ser inteiras, serrilhadas ou espinescentes,
com bainhas geralmente alargadas. As inflorescéncias sdo, em geral, racemosas, simples ou
ramificadas. O escapo pode ser longo até quase séssil, sendo freqiientemente coberto por bracteas
foliaceas ou coloridas. As flores sdo geralmente vistosas (Cronquist 1981, Dahlgren et al. 1985),
contrastando com as bracteas e os frutos do tipo capsula ou bagas com sementes que podem ser
apendiculadas ou ndo (Smith & Downs 1974). Aspectos gerais e detalhes das inflorescéncias de

alguns representantes de Bromeliaceae estdo mostrados na figura 1.



bainhas

foliares -

Figura 1. Exemplares de Bromeliaceae: Ortophytum sp (A), Ananas sp (B),Vriesea
hieroglyphica (C), Vriesea sp (D), Alcantarea imperialis (E) e esquema de formacao
de tanque em bromélias (F).



Os individuos de Bromeliaceae desempenham importante fungdo ecolédgica, servindo de
habitat, local de reproducdo e alimentagdo para pequenos animais que vivem associados aos seus
“tanques” (fitotelmo), que sdo estruturas formadas pela sobreposicdo das folhas da roseta que
servem como reservatorio de agua e nutrientes (Benzing 2000), como ocorre em Alcantarea
imperialis (figura 1 E, F).

Pela beleza que apresentam e por sua importancia econdmica, as bromélias destacam-se
dentre as principais plantas ornamentais tropicais. Além disso, sdo usadas como produtoras de
fibras, na medicina popular e na alimentacao (Reitz 1983, Leme & Marigo 1993).

Devido ao seu valor ornamental, varias espécies de Bromeliaceae sofrem ag¢do humana
extrativista e predatoria em seus habitats naturais e encontram-se ameacadas de extingdo. A
procura de determinadas espécies de bromélias ¢ cada vez maior e a producdo para a
comercializa¢do, nem sempre atende a demanda. Dentre as espécies mais procuradas e que sofrem
acdo predatdria encontram-se os representantes dos géneros Vriesea e Alcantarea, ambos da
subfamilia Tillandsioideae. Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, conhecida como bromélia
imperial, por exemplo, € retirada ilegalmente de seu habitat e vendida em grandes centros como na
CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo) ou em feiras livres,
sendo usada para decoracdo de jardins e sacadas de prédios. Muitos dos individuos ndo
sobrevivem nessas condi¢des, acarretando a procura de novos exemplares para sua reposicao,

prejudicando ainda mais a conservagdo da espécie (Nunes & Forzza 1998).

Alcantarea imperialis (Carriére) Harms

Alcantarea imperialis apresenta habito saxicola ou rupicola, crescendo naturalmente sobre
afloramentos rochosos ou solos rasos e pedregosos, sendo exposta a alta luminosidade. Pode
atingir de 3 a 5 metros de altura, com folhas dispostas em roseta vistosa de aproximadamente 1,5

metros de diametro. A inflorescéncia projeta-se, excedendo as folhas, com numerosas flores alvas



contrastantes com as bracteas vermelhas (figura 2). E nativa da Serra dos Orgdos, Estado do Rio
de Janeiro, area de Floresta Tropical e Campos de Altitude, que acima de 800 metros possui clima
mesotérmico brando, com temperaturas médias de 19 °C, que podem oscilar entre 40 °C e 5 °C
em um uUnico dia. A espécie, portanto, tem grande plasticidade a variagdes de temperatura, sendo
considerada tolerante ao frio (Andreas 2006).

Segundo o Programa de Protegcdo das Espécies Ameacadas de Extingdo da Mata Atlantica
Brasileira, da Fundacdo Biodiversitas, pela avaliacdo no "Workshop de revisdo da lista da Flora
Brasileira ameacada de extincdo" de junho de 2005, esta bromélia ‘encontra-se na categoria
"Espécie em perigo de extingdo". Seu ciclo de vida ¢ longo, com cerca de 10 anos para atingir a
maturidade, o que amplia o grau de ameaga a esta espécie. Portanto, o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo ¢ fundamental para a sua prote¢do contra a extingao.

Segundo Duran e Monteiro (2001), a utilizacdo de plantas nativas como as bromélias nos
jardins em Sao Paulo ¢ uma tendéncia atual, o que aumenta a pressao de extrativismo ilegal dessas
plantas da Mata Atlantica para serem oferecidas a varejistas e atacadistas do mercado de flores,
levando ao aumento do desmatamento. Nesse contexto, Alcantarea imperialis aparece como a
espécie preferida nesse tipo de comércio, que carece ainda de um nimero representativo de plantas
provenientes de produgdo legalizada da espécie. Assim, estudos sobre a fisiologia de Alcantarea
imperialis podem contribuir para incrementar essa producdo e também para estabelecer estratégias

de conservagdo, como a formacao de cole¢des e bancos de germoplasma.



Figura 2. Alcantarea imperialis (Carriére) Harms (Bromélia imperial) — exemplar existente no
Instituto de Boténica de Sao Paulo. Foto gentilmente cedida por Dr. Shoey Kanashiro.

Aspectos fisiologicos de Alcantarea imperialis ja foram abordados em alguns trabalhos
relacionados ao desenvolvimento de protocolos para propagagdo in vitro visando a otimizacdo da

micropropaga¢ao para produgdo de mudas (Naves 2001), ou a avaliagdo do desenvolvimento das



mudas produzidas in vitro, cultivando-as em diferentes substratos (Rodrigues et al. 2003).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos que aprofundam o conhecimento sobre a plasticidade
dessa espécie em relagdo a adaptagdo as alteragdes de temperatura que ocorrem em seu ambiente
natural.

Assim como A. imperialis, diversas espécies de Bromeliaceae vivem em condigdes
consideradas estressantes, sobre rochas, epifitas no dossel de arvores, expostas a temperaturas
extremas, seca, sol intenso e escassez de nutrientes (Benzing 2000). Medina (1974) ja havia
documentado a ocorréncia de 4. imperialis em ambientes variados. As alteragdes na morfologia
dessas plantas em fung¢do do ambiente podem ser tdo intensas, a ponto de resultar em implicagdes
taxondmicas, como as relatadas para Nidularium procerum. Levantamentos realizados sobre a
ocorréncia de N. procerum comprovaram que devido a sua distribuicdo ampla, ocorrendo como
terrestre ou epifita, desde o Estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, foram desenvolvidas
populacdes com caracteristicas muito distintas, que podem até ser consideradas como taxons
separados. Segundo Moreira (2002), provavelmente, em decorréncia disso, os diferentes nomes
que foram propostos para N. procerum ¢ N. meeanum poderiam referir-se apenas a variagoes
morfoldgicas da mesma espécie.

A ocorréncia e adaptacdo das bromélias a diferentes ambientes tém revelado a presenga de
diversas estratégias metabdlicas nos representantes da familia, incluindo o Metabolismo Acido das
Crassulaceas (CAM). Essas estratégias foram relacionadas a sobrevivéncia dessas plantas a essas
condicdes por Endres & Mercier (2001) e Nievola et al. (2001), utilizando a técnica de
micropropagacdo. Constituem, portanto, um interessante modelo para estudos de fisiologia basica,
como os que avaliam a influéncia da temperatura sobre o crescimento e metabolismo de

Bromeliaceae.

A micropropagacdo de plantas representa uma alternativa para a producdo comercial de

espécies de interesse economico. Embora essa técnica tenha como desvantagem o custo elevado



para determinadas espécies, o valor comercial de um produto final selecionado e uniforme, bem
como a possibilidade de produgdo em larga escala de plantas livres de doengas justificam sua
utilizagdo (Chu & Kurtz 1990). Devido a possibilidade de controlar a temperatura durante o
cultivo in vitro, essa técnica torna-se importante ferramenta para o estudo da influéncia desse fator

ambiental sobre a fisiologia das plantas.

Temperatura e desenvolvimento

A temperatura ¢ um fator muito importante para a vida de todos os seres vivos, exercendo
grande influéncia em todas as atividades fisiologicas, por controlar as taxas das reacdes
metabolicas nas células. Especialmente para os vegetais, seres sésseis, as adaptagdes as alteragdes
de temperatura devem ser rapidas e eficientes, para garantir sua sobrevivéncia (Browse & Xin
2001).

Calor e frio s3o estados termodinamicos, caracterizados pela alta ou baixa energia cinética
das moléculas. O calor acelera o movimento das moléculas, enfraquecendo as ligacdes entre elas e
tornando as camadas lipidicas das biomembranas mais fluidas. A reducdo da temperatura leva a
uma diminui¢do da velocidade de reacdes quimicas vitais das plantas, além de tornar as
biomembranas mais rigidas, sendo necessaria maior quantidade de energia para ativar processos
bioquimicos (Larcher 2006). O fato de a membrana tornar-se solido-gel, com o abaixamento da
temperatura, ocasiona aumento da permeabilidade, reduzindo a seletividade nos transportes das
membranas, além de aumentar o valor da energia de ativagdo das enzimas ligadas a elas (Larcher
2006).

A influéncia da temperatura sobre a fisiologia das plantas tem sido demonstrada para
varios orgaos e tecidos. As baixas temperaturas de outono freqiientemente causam a dorméncia de
sementes, gemas ou 6rgdos subterraneos, enquanto as temperaturas baixas do inverno contribuem

para a quebra de dorméncia desses mesmos 6rgaos (Salisbury & Ross 1991). Em relagdo as folhas,



Majada et al. (2000) citaram que embora as caracteristicas anatdmicas sejam determinadas
geneticamente, as condigdes ambientais t€m forte influéncia sobre a estrutura destas. Perez et al.
(2001) verificaram que a diminui¢do da temperatura de 25 °C para 12 °C acarretava inibi¢do do
crescimento (expresso em area foliar) de plantas de Festuca arundinacea. Em relagdo as raizes,
Clarkson et al. (1986) reportaram que essas eram formadas em menor niimero em plantas de
Lolium perene cultivadas sob temperaturas inferiores a 25 °C, quando comparadas as crescidas em
temperaturas superiores a essa. Esse resultado foi relacionado ao fato de que a medida que a
temperatura aumentava o nimero de raizes, havia um incremento no processo de absor¢do de
nutrientes, intensificando o crescimento das plantas.

Alteracdes da temperatura ambiental influenciam sensivelmente o crescimento das plantas.
Mudancas em poucos graus ocorridas no ambiente natural geralmente levam a alteragdes
significativas nas taxas de crescimento, sendo a temperatura minima definida como aquela abaixo
da qual ndo ha crescimento; temperatura 6tima, aquela onde o crescimento atinge a maxima taxa e
temperatura maxima, o valor de temperatura acima do qual ndo hé crescimento e a planta pode
morrer. Além disso, diferentes tecidos de uma mesma planta também podem apresentar diferentes
temperaturas cardinais (Salisbury & Ross 1991).

Coutinho & Schrage (1970), ja haviam salientado o possivel significado das
temperaturas noturnas sobre a distribuicao geografica e ecologica de grande parte de espécies de
Bromeliaceae, cujos representantes rupicolas, por exemplo, estdo expostos a grande luminosidade
diurna e apresentam facilidade de perder calor durante o periodo noturno. Com isso, essas plantas
sdo expostas a uma nitida e pronunciada alternancia de temperatura entre dia e noite, sendo essa
queda de temperatura noturna um fator que favorece a assimilagdo de CO, neste periodo. Assim, é
possivel entender melhor a maior riqueza em espécies e géneros dessa familia em regides de clima
umido e mais frio, como acontece na Floresta Atlantica do sul do Brasil e nas zonas de maior

altitude, ou de clima semi-arido com noites frias.



Em 85% das Angiospermas, a fixa¢do do carbono em compostos organicos ocorre pela via
Cs . Este ciclo Cs é plenamente ativo em presenga de luz e inativo no escuro (Majerowicz 2008).
C4 séo plantas predominantemente tropicais e subtropicais ocorrendo em menos de 1% das
Angiospermas (Smith 1998 apud Majerowicz 2008), como milho, sorgo e cana-de-acucar, entre
outras culturas. CAM ¢ um mecanismo fotossintético concentrador de CO, e foi selecionado
possivelmente em resposta a aridez de ambientes terrestres e a limitagdo na disponibilidade de
CO; em ambientes aquaticos. Bromeliaceae e Orchidaceae epifitas de ecossistemas aridos ou de
florestas tropicais apresentam numerosos representantes com metabolismo CAM (Majerowicz
2008).

As plantas CAM sdo caracterizadas pela fixagdo macica de CO, no periodo noturno. O
CO, fixado ¢ acumulado nos vacuolos na forma de malato, contribuindo para a acidez celular.
Durante o dia, os estomatos se fecham, e o CO, para o ciclo C; passa a ser fornecido pela
descarboxilagdo do malato. Durante a noite 0 amido produzido e acumulado ¢ hidrolizado para a
produgdo de PEP, acumulando-se de dia como produto da fotossintese e da descarboxilagdo do
malato (Majerowicz 2008).

O mecanismo de carboxilagdo das plantas CAM e C4 é 0 mesmo, diferenciando-se quanto
a regulacdo. Nas C4 hd uma separacdo anatomica entre a carboxilacdo pela PEPcase e o ciclo Cs,
processos que transcorrem simultaneamente. Ja nas plantas CAM, a separagdo desses eventos ¢
apenas temporal, ocorrendo na mesma célula fotossintética. A fixagdo do CO, atmosférico pela
PEPcase nas plantas CAM se processa a noite, enquanto a fixacdo de CO, pelo ciclo Cs ocorre
durante o dia. Isso aumenta a eficiéncia do uso de agua, pois a fixa¢ao noturna de CO, tem como
resultado a diminui¢do da perda de 4gua uma vez que a diferenga de pressdo de vapor da agua
entre as folhas e a atmosfera atinge valores minimos durante a noite (Majerowicz 2008).

Segundo Martin (1994), a fotossintese ¢ 6tima quando as temperaturas diurnas sdo amenas

e as noturnas, levemente mais baixas. Temperaturas constantes reduzem a absor¢cdo de CO; no



periodo noturno. Na bromélia Ananas comusus a maxima atividade fotossintética aparentemente
ocorre em regime de temperatura alternada de 30 °C (dia) e 15 °C (noite) (Martin 1994). Ainda
para essa mesma espécie, Bartholomew & Kadzimin (1977) relataram que ocorrem altera¢des nas
taxas de crescimento e desenvolvimento em resposta a mudangas de temperatura. Esses autores
informaram também que em 4. comosus var. Smooth Cayenne ocorria diminui¢do de massa seca
quando as plantas eram cultivadas em temperatura mais altas (de 16,5% de massa seca em plantas
cultivadas em 15 °C para 12,5% em 30 °C). Mais recentemente, Nievola et al. (2005) reportaram
que plantas de A. comosus clonadas e cultivadas in vitro apresentavam diminui¢ao no crescimento
quando mantidas sob termoperiodos (28 °C claro/15 °C escuro) em relagdo aquelas mantidas a 28
°C constante, ambas sob fotoperiodo de 12 horas. Esses autores mostraram também que a
morfologia externa e interna das plantas era alterada, dependendo da temperatura de cultivo, sendo
que nas plantas mantidas a 15 °C durante o periodo escuro, as folhas eram mais espessas, menores
e com maior conteudo de massa seca, em comparagdo aquelas cultivadas a 28 °C. Esse resultado
foi associado ao aumento no numero de camadas de células nas plantas cultivadas sob
temperaturas mais baixas e a ocorréncia do metabolismo CAM nessa espécie, que também variava
de acordo com a temperatura de cultivo. Plantas CAM sdo capazes de sobreviver em condi¢des de
falta de 4gua, bem como em ambientes com elevada energia luminosa e grande amplitude térmica
(Kluge & Ting 1978). De acordo com Dodd et al. (2002) ha uma expressiva plasticidade
genotipica e fenotipica nos padrdes de expressdao de CAM e essas variacdes sdo mediadas em parte
por fatores ambientais, como a temperatura, por exemplo, além de sinalizadores moleculares.

A adaptagdo das plantas a diferentes temperaturas pode estar relacionada a variagcdes nas
concentragdes de varios compostos, incluindo-se os carboidratos (Salisbury & Ross 1991, Larcher
2006). Vaz et al. (2004) avaliaram os efeitos da temperatura no crescimento ¢ formagéo da flor em
plantas de Psygmorchis pusilla (Orchidaceae) cultivadas in vitro e suas relagdes com os niveis de

carboidratos, clorofila e carotendides. Esses autores mostraram que em P. pusilla, a melhor
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qualidade das plantas era obtida quando a temperatura de cultivo era mantida a 27 °C, que ¢
proxima a temperatura da regido tropical do Brasil onde esta espécie ocorre naturalmente.
Também ¢ interessante destacar que temperaturas constantes de 22 °C e 32 °C (temperaturas
minima ¢ maxima do local de origem desta espécie) foram negativas para o crescimento in vitro
dessas plantas. Estes autores sugeriram que parece ser necessario haver diferentes temperaturas
dia/noite para ocorrer melhor crescimento e¢ desenvolvimento dessa espécie ¢ que sob altas
temperaturas haveria aumento da respiracdo e redugdo da absorcdo de CO,, resultando na
diminui¢do da producdo de carboidratos, inibindo o crescimento e a floragdo, como foi sugerido
por Chen et al. (1994), trabalhando com plantas de Phalaenopsis cultivadas in vitro.

A resisténcia ao frio ¢ regulada tanto pela qualidade como pela quantidade de actcares
presentes nos varios estagios de desenvolvimento de plantas de Ocimum nudicaule (Figueiredo-
Ribeiro 1980). Assim, além da reducdo do crescimento, outras caracteristicas tém sido
correlacionadas a tolerancia ao frio, como o aumento de carboidratos soluveis (Ali et al. 1996,
Gupta & Kaur 2005). Segundo Yoshioka et al. (1988), no inverno, ocorre aumento da atividade de
enzimas como a amilase ¢ o amido é convertido em carboidratos soliveis que possuem uma
funcdo importante na resisténcia ao frio, além de prover energia e substrato para o crescimento
inicial dos ramos na primavera.

Para tolerar o frio, algumas plantas acumulam carboidratos e proteinas que estabilizam as
membranas celulares durante a desidratacdo induzida por temperaturas baixas. Por exemplo,
plantas de trigo acumulam sacarose sob baixas temperaturas e outros cereais de inverno também
acumulam agucares soliveis nas células nessas condicdes, inibindo a formacdo de cristais de gelo
(Taiz & Zeiger 2004).

Hurry et al. (1995) propdem que o acumulo de aglcares soluveis representaria um
mecanismo de adaptacdo das plantas ao frio, maximizando a sintese de compostos com

importantes fungdes associadas a manutengdo do metabolismo basal durante o resfriamento. Do
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ponto de vista fisiologico, aglicares como os frutanos parecem estar associados a prote¢do das
plantas contra o frio e a seca, por atuarem na regulagdo osmotica da célula (Van den Ende et al.
2002). As adaptagdes das plantas ao resfriamento podem estar associadas a manutencdo da

estrutura da membrana plasmatica, ja que esta organela pode ser prejudicada caso essa adaptacao

ndo ocorra (Taiz & Zeiger 2004).

Carboidratos e temperaturas baixas

Os carboidratos sdo a principal fonte de energia para os seres vivos. Através do fluxo de
energia solar, canalizado pela fotossintese, compostos com baixo nivel de energia sdo convertidos
em compostos ricos em energia, como os carboidratos, principalmente sacarose e amido, que sdo
os produtos mais estaveis do processo fotossintético (Majerowicz 2008).

Os carboidratos sdao classificados em fungdo do numero de atomos de carbono que
possuem, podendo ser apresentados sob a forma de mono, di, oligo ou polissacarideos. Os
monossacarideos, como a glicose, a frutose e a galactose, sdo formados por uma tnica unidade. A
sacarose, que ¢ um dissacarideo, é o aglicar mais abundante ¢ universal das plantas, devido a sua
estabilidade estrutural e solubilidade em 4gua, que o tornam o principal carboidrato translocavel
nas plantas (Taiz & Zeiger 2004).

Os a - galactosideos derivados da sacarose sdo os mais comuns do reino vegetal e os mais
abundantes e s6 perdem em importancia para a sacarose. O grupo mais numeroso ¢ o da familia da
rafinose (RFO), que sdo agtlicares ndo redutores de peso molecular baixo, soltivel em agua e alcool
e incluem os o — galactosideos estaquiose, verbascose, ajugose e outras cadeias maiores de
oligossacarideos até nonassacarideos (Kadlec 2001). Os oligossacarideos rafinose e estaquiose sao
encontrados em quase todas as partes das plantas de muitas espécies, principalmente em 6rgaos de
reserva e em folhas. Sdo sintetizados a partir da adicdo de moléculas de galactose a molécula de

sacarose, podendo ser hidrolizados pela acdo da []- galactosidase. Estes aglicares, assim como a
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sacarose, atuam como compostos de reserva de rapida disponibilidade para a planta, como pode
ser observado no processo de germinacgdo, onde a rafinose é um dos primeiros compostos
metabolizados (Bewley & Black 1985).

Entre os polissacarideos, o amido é o maior carboidrato de reserva das plantas superiores,
sendo acumulado em forma de granulos depositados em diferentes 6rgaos da planta, especialmente
em oOrgdos de reserva. O amido tem grande importancia nutricional e industrial, sendo abundante
em graos de cereais, raizes tuberosas e tubérculos (Figueiredo-Ribeiro et al. 2008).
Estruturalmente, o amido ¢ um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose e
amilopectina. A amilose ¢ formada por unidades de glicose unidas por liga¢des glicosidicas o (1-
4), originando uma cadeia linear. Ja a amilopectina ¢ formada por unidades de glicose unidas em
a (1-4) e a (1-6), formando uma estrutura ramificada. Embora a amilose seja definida como
linear, atualmente se admite que algumas de suas moléculas possuem ramificagdes, semelhantes a
amilopectina (Kadlec 2001). Outro polissacarideo onipresente no reino vegetal ¢ a celulose, que
apresenta como mondmeros a -glicose e possui fungdo estrutural, formando as paredes celulares.

Embora o mecanismo que regula a necessidade de temperaturas baixas ndo seja bem
conhecido, sabe-se que freqiientemente ocorre conversao de polissacarideos em agtcares livres em
plantas com orgdos de reserva, quando essas sdo submetidas a temperaturas baixas (Charles-
Edwards & Rees 1974).

O alto conteudo de agucares soliveis sob baixas temperaturas parece proteger o 6rgao contra o
congelamento; assim a necessidade de um periodo de frio para hidrolise e mobilizacdo de agucares
necessarios ao crescimento, impede que as plantas tenham um grande desenvolvimento no outono,
fato que lhes garante a sobrevivéncia no inverno (Charles-Edwards & Rees 1974).

Mudangas nas concentragdes de agucares soluveis foram interpretadas como uma resposta
rapida de Arabidopsis thaliana a temperatura baixa, ocorrendo ap6s duas horas de exposi¢do das

plantas a 1 °C (Wanner & Junttila 1999). Como essas mudancas precedem algumas alteragdes
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mensuraveis de tolerdncia ao congelamento, ndo esta claro se os aglcares estdo relacionados a
aclimatag@o ao frio ou se agem indiretamente como fonte de energia para subseqiientes mudangas
metabolicas que levam a tolerancia ao congelamento (Klotke et al. 2004).

A cultura de tecidos tem sido apontada como um valioso instrumento para o estudo do
metabolismo primario e secundario, constituindo um sistema apropriado para a produgdo de
compostos importantes, dentre eles os carboidratos soluveis e suas enzimas associadas
(Figueiredo-Ribeiro et al. 1992). Nessas condicdes, os carboidratos foram considerados de
importancia primordial para o desenvolvimento das plantas (Romano et al 1995), por
desempenhar papel ndo apenas como substrato para o crescimento, mas também afetando a
diferenciagdo e o ciclo celular. Ha evidéncias de que a sacarose, em particular, regula o
metabolismo celular, atuando no nivel da expressdo génica (Koch 1996). Foi demonstrado,
também, que a sacarose exogena em baixas concentragcdes age como substrato para alteragdes
metabolicas induzidas pela temperatura baixa, enquanto que em altas concentragdes esse agucar
tem um efeito crioprotetor das membranas celulares (Uemura & Steponkus 2003).

Desde a década de 50 do século passado sabe-se que as temperaturas baixas estimulam a
reduc@o do teor de amido e o aumento de acucares em plantas e que este aumento parece estar
associado a tolerancia ao frio em muitas espécies. Entretanto, a percepcdo e a transdugdo de sinais,
a reprogramagdo da expressdo génica e do metabolismo e a reorganizacdo de estruturas celulares,
alterando o desenvolvimento vegetal em resposta a temperaturas baixas sdo processos complexos
e multigénicos e que ainda precisam ser mais estudados (Kaplan ez al. 2006).

As principais alteracdes metabolicas registradas durante a aquisicdo de tolerancia ao frio
incluem modificagdes nos acidos nucléicos, carboidratos, proteinas, reguladores de crescimento ¢
lipidios (Li 1984). Com relacdo aos carboidratos, foi verificado um aciimulo de rafinose em
plantas de Viola wittrochiana aclimatadas ao frio (Stushnoff et al. 1998) e maior teor desse

oligossacarideo em mutantes de Arabidopsis tolerantes ao congelamento (Klotke et al. 2004). De
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fato, os agucares da série da rafinose parecem atuar como crioprotetores (Carpenter & Crowe
1988), sendo os responsaveis pela aquisicdo da tolerancia ao congelamento em varias espécies
(Bachmann et al. 1994, Pennycooke & Towill 2000, Taji et al. 2002).

De acordo com Van den Ende & Van Laere (1996) o aumento no contetido de oligossacarideos
em condi¢des de estresse por temperaturas baixas no outono, em regides de clima temperado,
contribui para o aumento da resisténcia ao congelamento no inverno, o que pode estar diretamente
relacionado ao efeito desses agucares sobre a estabilizagdo das membranas celulares (Hincha et al.
2002).

O papel dos polimeros de frutose (frutanos) na tolerancia ao frio também vem sendo estudado
extensamente nas Ultimas décadas e esses aclicares parecem atuar como reguladores osmoéticos em
condicdes de baixas temperaturas (Pontis & Del Campillo 1985, Spollen & Nelson 1994,
Konstantinova et al. 2002). Em gramineas de clima temperado os frutanos sdo acumulados
durante a aclimatagdo ao frio (Pollock & Cairns 1991), constituindo uma importante fonte de
energia. Em Vernonia herbacea, uma Asteraceae do cerrado brasileiro, também houve acumulo
de fruto-oligossacarideos no inverno (Carvalho & Dietrich 1993). O aumento da atividade da
enzima que hidrolisa os frutanos no inverno, indica que os fruto-oligossacarideos estdo envolvidos
na tolerancia dessas plantas a baixa temperatura (Asega 2007). O efeito da baixa temperatura na
composicdo de frutanos acumulados nos rizoforos dessa espécie ja havia sido reportado
anteriormente por Dias Tagliacozzo et al (1999), havendo aumento no conteudo desses
compostos ao final do tratamento a 5 °C, em comparagdo com plantas mantidas a 25 °C. Bulbos
de Allium cepa (Liliaceae) armazenados sob temperaturas baixas também apresentaram reducgao
no contedo de fruto-polissacarideos, que foram hidrolisados nessas condi¢des, produzindo

oligossacarideos e frutose, conforme comentado por Benkeblia et al. (2005).
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Justificativas e hipotese

Estudos prévios (C. Nievola, comunicagdo pessoal) mostraram que a viabilidade das
sementes de Alcantarea imperialis é drasticamente diminuida quando armazenadas a 10 °C por
periodos superiores a 12 meses, prejudicando a obtencdo de plantulas e diminuindo as
possibilidades de preservagdo da espécie via banco de sementes (Machado et al. 2005). Portanto,
torna-se necessario o estudo de outros métodos de conservagdo dessa espécie com vistas a
diminuir o crescimento das plantulas, sem comprometer a sobrevivéncia destas. Assim, a
manuten¢do de culturas com crescimento lento induzido por baixas temperaturas pode ser uma
alternativa ao banco de sementes, quando ha perda de viabilidade destas sob armazenamento
prolongado (Mercier & Nievola 2001).

O estudo da influéncia da temperatura em plantas cultivadas in vitro, além de permitir o
controle das variaveis que se pretende avaliar, pode contribuir para a geracdo de conhecimentos de
modo a viabilizar a formacgdo de colegdes sob crescimento lento, diminuindo a necessidade de sub-
cultivos (Islam et al. 2005). De acordo com Sarasan (2006), por meio dessa técnica ¢ possivel
preservar espécies ameacgadas de extingdo.

Sdo conhecidos alguns métodos que utilizam a temperatura baixa como recurso para a
conservagdo de espécies vegetais, como o crescimento lento in vitro e a criopreservagdo. O
crescimento lento in vitro a partir de sementes utilizando a temperatura baixa provoca reducdo do
metabolismo, sem afetar a viabilidade, sendo a melhor alternativa aos bancos de sementes que
apresentam curta viabilidade, como ja mencionado anteriormente. O cultivo in vitro a partir de
sementes tem sido indicado a programas de conservacdo de espécies ameacadas de exting¢do, pois
permite a manutencdo da variabilidade genética. A criopreservagdo, utilizando a temperatura de —
196 °C em nitrogénio liquido para a inativacdo completa de todos os processos metabolicos
(Withers & Williams 1998), também tem sido recomendada para os mesmos fins. Contudo,

segundo Pierik (1987), para plantas tropicais, o limite superior de temperaturas baixas ¢ de 15 °C,
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razdo pela qual foi escolhida esta temperatura para se iniciar o estudo da fisiologia do crescimento
de Alcantarea imperialis cultivada in vitro, visando a preservacdo dessa espécie ameagada de
extingao.

Poucos trabalhos citam a utilizagdo de temperaturas inferiores a 25 °C no cultivo in vitro de
bromélias ameagadas, como por exemplo, Dyckia distachya (Pompelli & Guerra 2004), Dyckia
encholirioides (Pompelli et al. 2006) e Tillandsia eizii (Pickens et al. 2003). De acordo com a
maioria desses trabalhos, as culturas eram mantidas em salas climatizadas, com temperaturas
variando ao redor de 26 °C.

Considerando o fato de que o ambiente em que Alcantarea imperialis se desenvolve na
natureza inclui drasticas variagdes térmicas ao longo do dia, torna-se interessante comparar o
crescimento de plantas dessa espécie cultivadas in vitro sob diferentes regimes térmicos (30 °C,
30 °C/15 °C, 15 °C). Ainda, a comparagdo com o crescimento de plantas mantidas em condigdes
de sala climatizadas, usualmente utilizada para a produgdo de bromélias, também se faz
necessaria. Como alternativa ao cultivo in vitro, muitos produtores de bromélias utilizam estufas.
Assim, a comparacdo do crescimento de plantas cultivadas in vitro com aquelas crescidas em
estufa também podera constituir um importante parametro, quando se tem em vista a transferéncia
e a aclimatacdo das plantas produzidas in vitro para as condi¢des de estufa (Campostrini & Otoni
1996, West & Preece 20006).

Como ja enfatizado, os carboidratos podem ser acumulados em resposta a estresses
ambientais, especialmente o frio e a seca, atuando como crio- ou osmoprotetores celulares (Leslie
et al. 1995). Sendo assim, torna-se interessante avaliar se ocorrem alteracdes quantitativas e
qualitativas nos carboidratos ndo estruturais de plantas de A. imperialis cultivadas sob diferentes
temperaturas, incluindo temperatura baixa. Uma vez que essas plantas em condi¢des naturais estao

submetidas a amplas variagdes de temperatura em curto intervalo de tempo, como ja mencionado,
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a analise desses compostos poderia indicar se os mesmos estariam envolvidos na protecdo das

plantas nessas condigdes.

Objetivos

Este trabalho teve por objetivos analisar o crescimento, o conteudo € a composi¢dao de
carboidratos ndo estruturais em plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro sob diferentes
regimes de temperatura e compara-los aos de plantas cultivadas em condicdes ex vitro. Além de
fornecer informagdes fundamentais para a preservacdo dessa espécie, esse trabalho podera
contribuir para a ampliacdo do conhecimento sobre o papel dos carboidratos no desenvolvimento e

na protecdo de plantas sob condigdes de temperaturas baixas.
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Capitulo 1

Efeito da temperatura no crescimento de plantas Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms (Bromeliaceae) cultivadas in vitro

RESUMO - (Efeito da temperatura no crescimento de plantas Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms (Bromeliaceae) cultivadas in vitro). As bromelidceas destacam-se entre as principais
plantas ornamentais tropicais e seus representantes apresentam grande plasticidade em relagdo ao
ambiente, como é o caso de Alcantarea imperialis, nativa da Mata Atlantica, que cresce sobre
rochas ou solos rasos e pedregosos em regides com temperaturas médias de 19 °C, que podem
oscilar entre 5 e 40 °C em um unico dia. Dentre os fatores ambientais, a temperatura ¢ crucial para
o desenvolvimento das plantas, afetando todos os processos fisiologicos e metabdlicos.
Considerando que o crescimento de plantas pode ser drasticamente diminuido sob baixas
temperaturas, o objetivo deste trabalho foi analisar o crescimento inicial de plantas de A.
imperialis cultivadas sob diferentes condi¢des térmicas, a partir de sementes germinadas in vitro,
em camaras de germinacdo a 15 °C, 15/30 °C (termoperiodo escuro/claro) e 30 °C, sob fotoperiodo
de 12 h. Para comparacdo, um lote controle foi mantido in vifro em sala de cultura a 26 °C e outro
em estufa, utilizando casca de pinus como substrato. Foi avaliado o tempo de emergéncia das
plantulas e apods 3, 6 € 9 meses de cultivo foram determinados o nimero, o comprimento e as
massas fresca e seca da parte aérea e da radicular. Os resultados indicaram que foram necessarios
50 dias para ocorrer emergéncia de 80% das plantulas provenientes de sementes mantidas a 15 °C,
21 dias para as de termoperiodo e 14 dias para as de 30 °C. As plantas mantidas por 9 meses a 15
°C apresentaram folhas e raizes em numero e tamanho reduzidos e menores valores de massas
fresca e seca, sendo em média 4 vezes inferiores as de 30 °C. As plantas cultivadas sob
termoperiodo apresentaram valores intermediarios. Os resultados permitiram concluir que as
temperaturas baixas limitaram o crescimento in vitro de A. imperialis sem, contudo, alterar o
crescimento e a sobrevivéncia das plantulas, podendo esta técnica ser utilizada como estratégia
para a preservacao da espécie, alternativamente aos bancos de sementes.

Palavras-chave: Bromeliaceae, crescimento, cultivo in vitro, temperaturas baixas
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ABSTRACT - (Effect of temperature on growth of Alcantarea imperialis (Carriere) Harms
(Bromeliaceae) cultured in vitro). The Bromeliaceae is included among the main tropical
ornamental plants and presents a great plasticity in relation to the environment, as is the case of
Alcantarea imperialis, native from the Atlantic Rainforest, growing on rock mountains or stony
soils in regions of average temperatures of 19 °C, that can oscillate from 5 to 40 °C in just one day.
Among the environmental factors, the temperature is crucial for the plant development, affecting
all physiological processes and metabolism. Considering that plant growth can be drastically
reduced under low temperatures, the aim of this work was to analyze the development of A.
imperialis plants grown under different temperatures, from seeds germinated in vitro in growth
chambers at 15 °C, 15/30 °C (dark/light thermoperiod) and 30 °C, under 12 h photoperiod. A
control lot was maintained in vitro in a culture room under 26 °C and another in a greenhouse,
using pinus cork as substrate. The time of emergency of the plantlets was evaluated and after 3, 6
and 9 months of cultivation the number, length and fresh and dry masses of the aerial parts and of
the root system were determined. The results indicated that there were necessary 50 days for
emergency to occur in 80% of the plantlets maintained for 9 months under 15 °C, 21 days for the
ones cultivated under thermoperiod and 14 days for the ones at 30 °C. The plants maintained for 9
months under 15 °C presented leaves and roots in reduced number and size and low values of
fresh and dry masses, being in average 4 times lower than the ones at 30 °C. The plants grown
under thermoperiod presented intermediate values. These results allowed concluding that low
temperatures limited the growth of A. imperialis cultured in vitro but did not affect the plantlet
survival.

Keywords: Bromeliaceae, growth, in vitro culture, low temperatures
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Introducao

r

Bromeliaceae ¢ uma familia de distribuicdo neotropical com 40 % de suas espécies
existentes no territorio brasileiro. Cerca de 80% ocorrem na Mata Atlantica, desde o nivel do mar
até altitudes bastante elevadas, em regides com grandes amplitudes térmicas, como € o caso da
Serra dos Orgdos (RJ), area com ecossistemas de Floresta Tropical e Campos de Altitude (Leme &
Marigo 1993) e de onde ¢ nativa Alcantarea imperialis. A bromélia imperial, como ¢
popularmente conhecida esta espécie pelo seu valor ornamental, pode ser encontrada crescendo
naturalmente sobre rochas ou solos rasos e pedregosos, em altitudes superiores a 800 metros, em
regides de clima mesotérmico brando, com temperaturas médias de 19 °C, que podem oscilar entre
40 °C e 5 °C em um unico dia. A espécie deve apresentar grande plasticidade a variagdes de
temperatura, tendo sido considerada por Andreas (2006) como tolerante ao frio.

A temperatura ¢ um fator crucial para a vida dos seres vivos, pois controla as taxas em que
ocorrem todas as reacdes metabdlicas e por isso exerce influéncia nas atividades fisiologicas,
especialmente nas plantas que sdo seres sésseis. Nestes, a adaptacdo as alteracdes de temperatura
devem ser muito rapidas e eficientes, para garantir sua sobrevivéncia em situacdes desfavoraveis
(Browse & Xin 2001).

A redugdo da temperatura leva a diminui¢cdo da velocidade das rea¢des quimicas, tornando
as biomembranas mais rigidas e fazendo com que seja necessaria maior quantidade de energia
para ativar os processos bioldgicos. Como conseqiiéncia, as membranas se tornam solido-gel,
ocasionando aumento da permeabilidade e reduzindo a seletividade, além de aumentar o valor da
energia de ativacdo das enzimas a elas ligadas (Larcher 2006).

Segundo Salisbury & Ross (1991), o crescimento das espécies vegetais ¢ adaptado as
temperaturas de seu ambiente natural, sendo sensivel a alteracdes da temperatura em poucos graus.

Além disso, diferentes tecidos e 6rgdos de uma mesma planta podem ser afetados de forma
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distinta pela temperatura. Esta, sabidamente, influencia todas as etapas do desenvolvimento
vegetal, desde a germinagdo das sementes, alterando a velocidade e a porcentagem final do
processo, afetando principalmente a absor¢do de agua e todas as reagdes bioquimicas que
caracterizam a germinagdo (Popinigis 1985).

O cultivo in vitro é um sistema adequado para se estudar os efeitos de fatores ambientais
no crescimento, possibilitando a padronizagdo de fatores abidticos, como a temperatura, e
nutricionais, que afetam o desenvolvimento das plantas. Tem sido demonstrado que a redugdo do
crescimento de plantas in vitro, com a finalidade de preservacdo e constituicdo de bancos de
germoplasma, pode ser conseguida por meio da utilizagdo de temperaturas baixas (Islam et al.
2005), como realizado para plantas de crisantemo (Pierik 1987), constituindo uma alternativa aos
bancos de sementes. Segundo o mesmo autor, o limite superior de temperaturas baixas para
plantas tropicais ¢ de 15 °C, razdo pela qual foi escolhida esta temperatura para se iniciar o estudo
da fisiologia do crescimento de Alcantarea imperialis cultivada in vitro, apresentado neste
trabalho.

As sementes de Alcantarea imperalis apresentam curta longevidade quando armazenadas a
10 °C (C.C. Nievola, comunicagdo pessoal), prejudicando sua preservacdo em bancos de
sementes. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar a influéncia da temperatura
sobre o desenvolvimento de plantas dessa espécie durante o cultivo in vitro, com vistas a avaliar
sua adaptagdo a condi¢cdes que reduzam o crescimento, sem alterar o desenvolvimento e a

sobrevivéncia, como uma alternativa aos bancos de sementes.

31



Material e Métodos

Obtencio do material vegetal

Sementes de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms foram obtidas de individuos da
Colegao de Bromélias da Secao de Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica de Sdo Paulo, no
segundo semestre de 2006 (figural). Os apéndices plumosos foram removidos e as sementes
foram desinfestadas por imersdo em etanol 70% durante 5 min, seguida de imersdo em solugao
fungicida de benomyl (Benlat ®) a 0,1% por 20 min e posteriormente em solu¢do comercial de
hipoclorito de sodio a 2,5%, contendo 5 gotas de Twin® 20 por uma hora, sempre com agitacdo

continua.

1cm

Figura 1. Alcantarea imperialis (A); sementes com apéndices plumosos (B —
1 e 2) e semente com apéndice plumoso removida (B - 3).

Condi¢oes de cultivo

Apos a desinfestagdo, as sementes foram enxaguadas em camara de fluxo laminar com

agua destilada e colocadas para germinar em placas de Petri (70 sementes por placa) contendo 10
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mL de meio de cultura Murashige & Skoog (1962), esterilizado em autoclave, contendo a
concentracdo de micronutrientes original e de macronutrientes reduzida a metade, adicionado de

100 mg/L de myo-inositol, 30 g/L de sacarose ¢ 7 g/L. de agar (Difco). O pH foi ajustado para 5,8.

Foram utilizadas cerca de 2000 sementes para cada tratamento, em camaras de germinacao
do tipo BOD (FANEM) com temperaturas controladas a 15 °C + 2 °C constante, 15 °C escuro/30
°C claro e 30 °C + 2 °C constante, todas sob fotoperiodo de 12 horas (30 pmoles m™ s™). Um lote
também foi mantido em Sala de Cultura a 26 °C + 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas (45 pmoles
m~s™) e outro de 500 sementes em cAmara de germinagio a 5 °C.

Apo6s a emergéncia das plantulas (considerada a partir da emissdo da primeira folha), estas
foram transferidas para frascos de vidro (15 plantulas por frasco) contendo 40 mL do meio de
Murashige & Skoog (1962), com a concentragdo de macronutrientes reduzida a metade, sendo
mantidas nessas condi¢des por até 9 meses, com troca do meio de cultura apds 5 meses de
realizada a inoculagdo, para evitar deficiéncia nutricional. Paralelamente, foi preparado outro lote
de 2000 sementes, desinfestadas como descrito previamente e depositadas em caixas do tipo
Gerbox, com papel umedecido em agua destilada e mantidas na Sala de Cultura a 26 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas, sendo borrifada dgua destilada duas vezes por semana até a emergéncia
das plantulas. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas para bandejas de isopor contendo
casca de Pinus sp fina como substrato (Jimenez & Caballero 1990). Este lote foi envolvido por
saco plastico e regado uma vez por semana com solucdo nutritiva constituida pela concentragdo
original de micronutrientes do meio de Murashige & Skoog (1962) e a concentragdo de
macronutrientes reduzida a metade, e duas vezes por semana com agua destilada, durante todo o
periodo de analise (9 meses).

O desenho experimental para a analise de crescimento constou de cinco tratamentos, sendo

trés em camaras de germinacao (in vitro) e dois em Sala de Cultura sendo um in vitro e outro ex
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vitro, dos quais foram retiradas amostras a cada 3 meses, totalizando 3 tempos de coleta e
perfazendo um total de 15 amostras. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Ap6s as coletas, as plantas foram separadas em duas regides, como esta mostrado na figura
2, sendo uma constituida pelo sistema radicular e outra pelo eixo caulinar (contendo caule e
folhas). Foram utilizadas 18 plantas para cada tratamento.

Os parametros biométricos avaliados do material coletado foram: numero de folhas,
numero de raizes, comprimento da parte aérea, comprimento da maior raiz e massa fresca e seca
das raizes, caules e folhas. A determinacdo da massa seca das amostras foi realizada em estufa a

60 °C até massa constante.

Figura 2. Partes das plantas de Alcantarea imperialis
analisadas separadamente: eixo caulinar (A) e sistema
radicular (B).
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Resultados e Discussao

A temperatura ¢ um fator ambiental crucial, que influencia a fisiologia e o metabolismo
das plantas desde a germinagdo. As analises realizadas no presente trabalho permitiram avaliar que
as sementes de Alcantarea imperialis ndo germinam quando mantidas por 90 dias in vitro em
camara de germinagdo a 5 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. Contudo, ocorreu até 80% de
germinagdo nos lotes mantidos in vitro a 30 °C e em Sala de Cultura a 26 °C, ap6s 14 dias de
cultivo. Para as sementes mantidas sob regime de alternancia de temperatura (15 °C escuro/30 °C
claro), foram necessarios 21 dias para que a mesma porcentagem de germinagdo fosse atingida e
cerca de 50 dias para as sementes mantidas a 15 °C (figura 3).

Esses dados indicaram uma relagdo inversa entre temperatura e tempo para ocorrer
emergéncia das plantulas de Alcantarea imperialis, provavelmente relacionado a diminui¢do do
metabolismo das sementes mantidas sob temperaturas baixas conforme reportado por Okusanya
(1980) para Celosia cristata L., contudo, ndo houve reducdo da porcentagem final de emergéncia a
15 °C.

Segundo Larcher (2006), para as sementes serem capazes de germinar, suas temperaturas
cardinais (temperaturas minima, 6tima e maxima de desenvolvimento) devem corresponder a
condicdes externas que assegurem desenvolvimento suficientemente rapido para as plantas jovens.
Apbs ser alcangado o limite minimo de temperatura, a taxa de germinagdo aumenta
exponencialmente com o aumento da temperatura. Ha frequentemente uma relacdo ecolédgica entre
a velocidade de germinacdo e as condigdes climaticas. Por exemplo, nas espécies que em
condi¢des naturais germinam no periodo de verdo, a germinagdo ocorre de forma muito lenta em
temperaturas baixas, havendo aceleracdo do processo somente apds o substrato ter atingido mais

de 10 °C. Dessa maneira, a sincronizagdo ¢ realizada de acordo com a estacdo do ano mais
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favoravel para o crescimento das plantas jovens, melhorando suas chances de sobrevivéncia e
crescimento continuo (Larcher 2006).

Alcantarea imperialis ¢ uma espécie endémica de regido serrana, com temperaturas médias
didrias de 19 °C, mas que variam muito ao longo de um mesmo dia (de 5 a 40 °C); portanto, a
espécie parece apresentar grande plasticidade a variagdes de temperatura. Apesar do tempo de
emergéncia das plantulas ter variado em fun¢do da temperatura, utilizada para o cultivo in vitro
(entre 15°C e 30 °C), tornando-se maior em temperaturas mais baixas, a porcentagem final de
emergéncia se manteve em 80 %. Isto pode indicar que os valores de temperatura utilizados neste
experimento encontravam-se entre as temperaturas cardinais, enquanto que o valor de 5 °C estaria
abaixo da temperatura minima para esta espécie, uma vez que ndo houve germinagdo nesta

condicao térmica.
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Figura 3. Numero de dias necessarios para emergéncia de 80% das plantulas de
Alcantarea imperialis cultivadas sob diferentes tratamentos térmicos (Sala de cultivo a
26°Cx2°Ce BOD 15°C, 15°C/30°C e 30 °C).

Ap6s a emergéncia e transferéncia das plantulas para frascos de cultura, o crescimento foi

analisado aos 3, 6 ¢ 9 meses de cultivo, sendo os resultados mostrados nas figuras 4, 5 ¢ 6. Como
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pode ser observado, a temperatura exerceu influéncia expressiva no crescimento de Alcantarea
imperialis, havendo um resultado uniforme para todos os parametros biométricos analisados nas
plantas cultivadas nas cadmaras de germinag@o. A figura 4 A indica o nimero médio de raizes em
plantas analisadas aos 3 meses em cada tratamento. Observa-se que em 15 °C o numero de raizes
¢ cerca de 30% menor que aquele apresentado pelas plantas cultivadas em termoperiodo (15 °C
escuro/30 °C claro) e que estas apresentaram a metade do nimero de raizes das plantas mantidas
em 30 °C. A figura mostra, ainda, que o nimero das raizes das plantas mantidas na Sala de
Cultura eram cerca de 15% menores que as da camara de germinacao a 30 °C.

Na figura 4 B sdo apresentados os dados de 6 meses referentes ao mesmo parametro
(numero de raizes). Observa-se que o padrdo se manteve, embora as diferencas tenham diminuido
entre os tratamentos de 15 °C (30% menor) e o termoperiodo, e entre as plantas cultivadas a 30 °C
e as da Sala de Cultura, que mostraram numero praticamente igual.

A figura 4 C, referente a 9 meses de cultivo, mostra que o padrdo de crescimento das raizes
das plantas foi similar ao daquelas com 3 e 6 meses crescidas nas cdmaras de geminagdo, mas o
lote mantido na Sala de Cultura teve o nimero de raizes aumentado, ultrapassando em cerca de
20% o das cultivadas a 30 °C.

Quanto ao comprimento das raizes (figuras 4 D, E, F), observou-se que a 15 °C o valor foi
cerca da metade daquele obtido para plantas mantidas sob termoperiodo, enquanto que a 30 °C
houve aumento de cerca de 3 vezes em relagdo ao obtido para plantas em termoperiodo. Notou-se,
também, que as plantas mantidas em sala de cultura por 3 meses tinham cerca da metade do
comprimento das raizes das plantas mantidas em cadmara de germinacdo a 30 °C, mas, apos 6
meses de cultivo, ultrapassaram esse tamanho em cerca de 25% e com 9 meses mantiveram a

diferenga.
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Em relacao ao numero de folhas (figuras 5 A, B, C), as plantas cultivadas a 15 °C foram 20
a 30% menores do que as sob termoperiodo e estas também apresentaram reducdo de 20 a 30% no
numero de folhas em relacdo as de 30 °C. Na Sala de Cultura, aos 3 meses, o niumero de folhas era
cerca de 20% menor do que na camara de germinagdo a 30 °C, porém aos 6 meses esse numero
ultrapassou em cerca de 20%, mantendo esta diferenga até o final do periodo de analise (9 meses).
Verificou-se que o nimero de folhas das plantas cultivadas ex vitro ndo foi significativamente
diferente das cultivadas in vitro relativas a mesma idade nos tratamentos de 30 °C e Sala de
Cultura. Esses dados indicam nd3o ter havido modificagdes morfologicas evidentes como
demonstrado para algumas espécies cultivadas in vitro (Joyce, et al. 2003). A importancia de se
comparar parametros como numero de folhas e raizes das plantas cultivadas in vifro aquelas ex
vitro esta relacionada a investigacdo de eventuais anormalidades no aspecto das plantas.

Quanto ao comprimento das folhas (figuras 5 D, E, F) observamos que aos 3 meses de
cultivo as plantas de 15 °C eram cerca de 3 vezes menores do que as cultivadas sob termoperiodo
e estas apresentavam metade do tamanho das de 30 °C, enquanto que as cultivadas na Sala de
Cultura eram 25% menores do que as mantidas a 30 °C.

Aos 6 meses de cultivo, as plantas mantidas a 15 °C tinham folhas 40% menores do que as
cultivadas sob termoperiodo e estas eram 20% menores que as mantidas a 30 °C. Também quanto
a esse parametro, as plantas mantidas em Sala de Cultura por 6 meses tiveram maior comprimento
de folhas do que as de 30 °C (cerca de 20% maiores) e esta diferenga diminuiu aos 9 meses de

cultivo para cerca de 5%, porém ainda mantendo maior comprimento.

39



(114

‘oeIped OIASIP O WBJIPUI SIBIIJIJA SBLIR(Q SY "SBIOY 7 9P OpOLId0)0) Wod SOPO0) ‘04714 X2 9 04314 Ul D)y 9T © SOPII L, 9P vIMN)) 3P
B[BS W2 2 Dy 0€ 2 Do 0E/ST Do ST B OF 0dn ordeururiof op serewgd W ‘SOPESI[BULR SOJIULIY) SOJUIWRILI) SIIUIIP SOU ( D) sIsow g
9 (4 ‘g) sesawt 9 (g V) sosowr ¢ 10d sepeAn|nd syvidul vasvjupd]y dp sejued op SeY[OJ Sep orpow ojudWLIdwos 9 oW ‘G BINGI

BIN}ND 8p eles aos ein}nd ep eeg aosg einyn) op eles aosg
OA X3 ona Uy D0 0€ D0 0€/G1 D0 Gl 04N X3 oHiA uf D0 0€ Do 0€/51 Do G onin X3 onA Uy D0 0€ Do 0€/51 Do G
e ! Lz
o 4 °
g 8
Fro3 Ly ,m by
= =,
8 o 2 o
2 =
[l
° g
re ls a re
- g
—
Lo S Lo © o
g =
@ o
oo 2 b
Q rck \MV/
E g
= ~ bl
rv m Lyl Q
Lo Lo Lo
BInynd 8p eeg aog BINYNY 8p eleg aod BINynd op eleg aog
oA X3 oAyl D00€ | D00E/GL | oSl 0 oA X3 onia uj D0 0€ Do 0€/S1 D0 Gl 0 oA X3 ) onia uj ) D0 0€ ) D0 0€/S1 ) Do Gt o
Lz Lz re
Ly Ly Fr
Lo 2. Lo B Lo
8 =
g g s
Fe 3 e 3
o o
ro mJ Lo wJ Lol
=i o
= —
ta 3 la S Lz
«» 22}
F Lyl F
kol kol v o
-8l Lgl -8l

sesaw @ sesaw 9 sesaw ¢

(wo) seyjoj sep ojudwriduiod

SeyjoJ op oJownu



Clarkson et al. (1986) observaram que plantas de regides temperadas da familia Poaceae,
como Lolium perene, quando cultivadas em temperaturas inferiores a 25 °C tinham menor nimero
de raizes em relagdo as cultivadas a 25 °C; Perez et al. (2001) também reportaram que plantas de
Festuca arundinaceae cultivadas a 12 °C apresentavam inibicao do crescimento foliar em relagdo
as cultivadas a 25 °C.

As andlises realizadas no presente trabalho sugerem que a temperatura baixa teve maior
influéncia em inibir o crescimento das plantas de 4. imperialis do que a temperatura alta em
estimular o processo. As figuras 4 e 5 mostraram que houve maior diferenca no comprimento e
numero de raizes ou folhas entre as plantas del5 °C e as de termoperiodo, do que entre estas
(termoperiodo) e as de 30 °C ou da Sala de Cultura (26 °C). Pode-se inferir, também, que até os 6
meses de cultivo, a temperatura teve mais influéncia no crescimento das plantas do que a
irradiancia, pois as plantas cultivadas em Sala de Cultura (45 pmoles m™ s7) até os 6 meses
apresentaram crescimento pouco menor do que as cultivadas em camaras de germinagdo a 30 °C,
onde a irradiancia era em torno de 30 umoles m?s? Porém, apos 6 meses de cultivo, esta relagdo
foi invertida e a condicdo de maior irradidncia (Sala de Cultura) passou a ter efeito maior na
velocidade de crescimento, fazendo com que as plantas mantidas nessas condi¢des por 9 meses
tivessem maior comprimento e maior numero de folhas e de raizes, do que as mantidas em
camaras de germinagdo a 30 °C, onde a irradidncia era menor.

Assim, tanto para o comprimento quanto para o niumero de raizes e de folhas, os individuos
apresentaram maior crescimento com o aumento da temperatura, o que esta de acordo com dados
obtidos por outros autores, trabalhando com plantas da familia Bromeliaceae cultivadas in vitro.
Nievola et al. (2005), por exemplo, verificaram que houve redugdo do crescimento de plantas de
Ananas comosus quando cultivadas em termoperiodo (28 °C claro/ 15 °C escuro), em comparacao

com plantas mantidas a 28 °C constante. Pompelli (2006), estudando Dyckia encholirioides var
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encholirioides (Bromeliaceae, Pitcairnioideae) verificou que o frio (4 °C) retardou a velocidade de
germinacdo da espécie, ndo diminuindo, entretanto seu potencial germinativo. Observou-se ainda
que as sementes ndo possuiam barreira germinativa quando germinadas in vitro, ao contrario do
que acontece na natureza, onde encontram outras barreiras, provavelmente de natureza fisica,
impossibilitando a germinacao (Pompelli 2006).

Segundo Taiz & Zeiger (2004), quando espécies tropicais e subtropicais sdo submetidas a

temperaturas entre 15 °C e 10 °C ocorre crescimento mais lento.

Bartholomew & Malézieux (1994), estudando a bromélia Ananas comosus relataram que o
acimulo de matéria seca diminuiu quando as plantas eram cultivadas em temperaturas maiores (de
16,5% de massa seca em 15 °C para 12,5% a 30 °C), apesar de apresentarem maior altura,
estabelecendo, portanto, uma correlacdo negativa entre o comprimento das folhas e o acimulo de
massa seca. Segundo esses autores, a alteragdo na quantidade de massa seca em funcdo da
temperatura contribui para atestar a adaptabilidade morfologica da variedade de abacaxizeiro, a

Smooth Cayenne, a uma grande diversidade de regimes termoperiddicos.

Os dados sobre a massa fresca e seca de raizes das plantas de Alcantarea imperialis
cultivadas nos diferentes tratamentos estdo mostrados na figura 6, onde se observa que aos 3
meses de cultivo (figura 6 A), as raizes apresentavam tamanho muito reduzido a 15 °C, ndo sendo
possivel determinar com precisdo os valores das massas. A massa fresca das raizes das plantas
cultivadas em termoperiodo foi cerca de 8 vezes menor do que a das plantas cultivadas em 30 °C.
Aos 6 meses de cultivo (figura 6 B), o padrao de crescimento se repetiu para as plantas cultivadas
em camaras de germinagdo, as de 15 °C com cerca da metade do tamanho das de termoperiodo e
por sua vez estas com cerca de 25% da massa das cultivadas a 30 °C. As plantas cultivadas na Sala
de Cultura, com 6 meses atingiram a mesma massa fresca das mantidas em 30 °C. Este padrdo se

manteve inalterado aos 9 meses de cultivo (figura 6 C).
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Analisando os dados de massa fresca e seca da parte aérea das plantas cultivadas nos
diferentes tratamentos (figura 7) observa-se o0 mesmo padrdo encontrado para as raizes aos 3, 6 ¢ 9
meses, indicando que o efeito da temperatura estava relacionado com o incremento de massa nas
plantas. Naquelas plantas mantidas na Sala de Cultura, com maior iluminacdo, houve maior
incremento de massa a partir de 6 meses de cultivo, ultrapassando as plantas mantidas a 30 °C e,
portanto, confirmando observagdes anteriores quanto aos demais pardmetros analisados.

Observou-se esse padrao também para as plantas cultivadas ex vitro.

Analisando separadamente a distribuicdo de biomassa nas plantas cultivadas nas cdmaras
de crescimento sob diferentes tratamentos térmicos (tabela 1) observa-se que aos 3 meses de
cultivo, as plantas mantidas a 15 °C apresentaram praticamente toda a biomassa alocada para o
eixo caulinar, formado pelo caule e folhas. Nas plantas mantidas em termoperiodo de 15/30 °C o
sistema radicular comecou a se desenvolver aos 3 meses, mas ainda constituia apenas 5% da
biomassa total, enquanto que nas plantas mantidas a 30 °C a biomassa era alocada em sua maior

porcentagem (17%) para a regido radicular.

Aos 6 e aos 9 meses de cultivo observou-se um padrdo semelhante na distribui¢do da
biomassa, havendo maior alocag@o para a regido do eixo caulinar em relagdo a biomassa radicular,
sendo essa diferenca mais expressiva nas plantas cultivadas em condi¢des onde as temperaturas
eram mais baixas (15 °C e 15 °C/30 °C). As mantidas em 30 °C apresentaram entre 23 e 27% da
biomassa alocada para as raizes.

Os dados obtidos permitem concluir que as plantas de Alcantarea imperialis quando
cultivadas sob temperaturas mais baixas concentram maior biomassa na parte aérea (caule e

folhas).
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Tabela 1. Distribui¢do de biomassa (calculada com base na massa seca) de plantas de Alcantarea
imperialis cultivadas in vitro em camaras de germinacao sob diferentes tratamentos térmicos.

3 meses 6 meses 9 meses
15°C | 15/30°C | 30°C | 15°C | 15/30°C |30°C | 15°C |15/30°C |30°C
Raiz 0% 5% 17% 11% 9% 23% 9% 11% 27%

Caule 50% | 47,5% | 33% | 33% | 45,5% | 31% | 30% 33% 23%

Folha 50% | 47,5% | 50% | 56% | 45,5% | 46% | 61% 56% 50%

A tabela 2 apresenta os dados de crescimento da parte aérea e da parte radicular, expressos
pela razdo das massas fresca e seca das plantas de Alcantarea imperialis cultivadas por 3, 6 € 9
meses nos diferentes tratamentos. Observa-se que nas plantas submetidas a temperatura baixa
houve de fato maior alocacdo de biomassa para a parte aérea e em temperaturas mais altas, o

resultado se inverteu, passando a existir maior biomassa no sistema radicular.

Tabela 2. Crescimento das partes aérea e radicular, expresso pela razdo das massas fresca e seca
de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in vitro por 3, 6 ¢ 9 meses sob diferentes
temperaturas, em camaras BOD, em comparagdo com plantas crescidas na Sala de Cultura, a 26
°C.

Tratamentos 3 meses 6 meses 9 meses
Massa Fresca Massa Seca Massa Fresca Massa Seca Massa Fresca Massa Seca
Aérea/Raiz Aérea/Raiz Aérea/Raiz Aérea/Raiz Aérea/Raiz Aérea/Raiz
15°C - 14,6 8,0 11,3 10,0
15°C/ 30 °C 18,0 20,0 16,0 10,0 15,8 8,0
30°C 10,5 5,0 9,2 3,3 51 2,7
o Sala de
invitro  Cultura 8,6 4,0 11,6 4,3 8,4 3,7
Salade
ex vitro Cultura 17,0 6,7 22,4 9,2 10,8 7,5

Esses resultados obtidos diferem daqueles relativos a plantas que acumulam carboidratos
no sistema subterraneo, nas quais temperaturas baixas em geral tendem a favorecer a alocacdo de
biomassa para estas estruturas, muitas vezes produzindo 6rgdos de reserva, como tubérculos,
rizoforos e raizes tuberosas (Salisbury & Ross 1991, Larcher 2006, Figueiredo-Ribeiro et al.

2008). O fato de Alcantarea imperialis ser uma espécie de habito rupicola poderia estar
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relacionado aos resultados obtidos, pois na natureza seu sistema radicular teria como principal
funcdo o suporte da planta, enquanto o eixo caulinar desempenharia as fungdes de acimulo de
reservas. Outras estratégias metabdlicas atribuidas ao eixo caulinar em bromélias ja foram
demonstradas (Nievola & Mercier 1996, De Paula 1998, Endres & Mercier 2000, Nievola et al.

2001, Endres & Mercier 2003, Takahashi et al. 2007).
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Capitulo 2

Efeito da temperatura no conteido e na composicio de carboidratos
nao-estruturais em plantas de Alcantarea imperialis (Carriére)

Harms (Bromeliaceae) cultivadas in vitro

RESUMO - (Efeito da temperatura no contetido e na composi¢@o de carboidratos ndo- estruturais
em plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (Bromeliaceae) cultivadas in vitro).
Mudangas de temperatura do ambiente influenciam drasticamente o desenvolvimento vegetal. Sob
temperaturas baixas, geralmente ocorre reducdo de crescimento e metabolismo, levando a
alteragdes no conteido e na composicdo de carboidratos que poderiam estar relacionados a
tolerancia ao frio. O estudo da influéncia da temperatura em plantas pode ser otimizado por meio
do cultivo in vitro, permitindo um controle desta varidvel, de modo a viabilizar a formagdo de
cole¢des vivas sob crescimento lento. O objetivo deste trabalho foi avaliar as variacdes
quantitativas e qualitativas dos carboidratos nao estruturais em plantas de 4. imperialis (bromélia
imperial), a partir de sementes germinadas in vitro em camaras de germinagdo sob fotoperiodo de
12 h, a 15 °C, 15/30 °C (termoperiodo escuro/claro) e 30 °C. Para comparag@o, um lote controle foi
cultivado in vitro em sala de cultura a 26 °C e outro ex vitro, utilizando casca de pinus como
substrato. As analises de carboidratos indicaram haver maior quantidade de agucares soluveis
totais nas plantas cultivadas a 15 °C em relagdo as cultivadas a 30 °C. Contudo, os maiores valores
foram encontrados nas plantas cultivadas sob termoperiodo. O aumento no conteudo de
carboidratos soluveis e a redugdo no teor de amido, especialmente na parte aérea das plantas
cultivadas in vitro sob temperaturas baixas indicam que esses compostos poderiam estar
envolvidos na plasticidade térmica de A. imperialis e na crioprotecdo das plantas em condi¢des de
abaixamento de temperatura.

Palavras-chave: amido, Bromeliaceae, carboidratos soluveis, cultivo in vitro, temperaturas baixas
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ABSTRACT - (Effect of temperature on non-structural carbohydrates of plants of Alcantarea
imperialis (Carriecre) Harms (Bromeliaceae) cultured in vitro). Changes in the environmental
conditions, especially temperature drastically influence plant development. Generally under low
temperatures occurs a reduction of growth and in the plant metabolism, leading to an increase on
carbohydrate production, promoting resistance to the cold. The study of temperature influencing
plants can be optimized through in vitro growth, allowing control of this variable and generating
plant collections under slow growth. The aim of this work was to evaluate quantitative and
qualitatively the variations of non-structural carbohydrates in A. imperialis (bromélia imperial)
plants, cultured in vitro from seeds in growth chambers under photoperiod of 12 h, at 15 °C, 15/30
°C (thermoperiod dark/light) and 30 °C. For comparison, a control lot was grown in vifro in a
culture room under 26 °C and another in a greenhouse, using pinus cork as substrate. The
carbohydrate analysis indicated the existence of higher amounts of total sugars in plants grown
under 15 °C in relation to the ones grown under 30 °C. The highest values of sugars were found in
plants grown under thermoperiodic conditions. The increase of soluble carbohydrates and the
reduction of starch levels, especially in the aerial parts of plants grown in vitro under low
temperatures could indicate that these compounds are involved in the thermal plasticity of A.
imperialis and on the cryoprotection of plants under low temperatures.

Keywords: Bromeliaceae, in vitro culture, low temperatures, soluble carbohydrates, starch.
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Introducao

A temperatura ¢ um fator muito importante para a vida de todos os seres vivos,
especialmente para os vegetais, seres sésseis, o que faz com que as adaptagdes das plantas frente
as alteracdes desse fator abiotico devam ser rapidas e eficientes, para garantir sua sobrevivéncia
(Browse & Xin 2001).

Com a redugdo da temperatura, também podem ocorrer diminui¢cdo na velocidade das
reacdes quimicas e, portanto do metabolismo, decréscimo na biossintese de compostos e
alteragdes no crescimento (Larcher 2006). Mudancas em poucos graus ocorridas no ambiente
natural geralmente levam a alteragdes significativas nas taxas de crescimento (Salisbury & Ross
1991).

O cultivo in vitro tem sido uma das ferramentas utilizadas para o estudo da influéncia da
temperatura em plantas, pois permite um controle rigido das varidveis que se pretende avaliar,
propiciando a formacgdo de colegdes vivas com crescimento lento (Islam er al. 2005), o que
também € vantajoso.

Em 85 % das Angiospermas, a fixagdo do carbono em compostos organicos ocorre pela via
Cs, sendo esse ciclo plenamente ativo em presenga de luz e inativo no escuro (Majerowicz 2008).
O metabolismo CAM (do inglés: crassulacean acid metabolism) é um mecanismo fotossintético
concentrador de CO, e foi selecionado possivelmente em resposta a aridez de ambientes terrestres
(Keely 1998). Nestas plantas, o CO, fixado ¢ acumulado nos vacuolos sob a forma de malato,
contribuindo para a acidez celular. Durante o dia, os estdmatos se fecham, e o CO,, utilizado no
ciclo C;, passa a ser fornecido pela descarboxilagdo do malato (Majerowicz 2008). Durante a noite
o amido que foi produzido e acumulado passa a ser hidrolizado para a produg¢do de PEP,
acumulando-se de dia como produto da fotossintese e da descarboxilagdo do malato (Majerowicz
2008). Aproximadamente dois ter¢os das bromélias sdo plantas CAM e ocupam locais dridos ou

sdo epifitas. Muitas espécies vivem a sombra total ou parcial e outras sdo totalmente expostas ao
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sol (Martin 1994). Segundo esse autor, a fotossintese ¢ 6tima quando as temperaturas diurnas sdo
amenas € as noturnas, levemente mais baixas. Temperaturas constantes reduzem a absorcao de
CO; no periodo noturno.

Na bromélia Ananas comusus L., a maxima atividade fotossintética em plantas cultivadas
em casa de vegetacdo aparentemente ocorre sob regime de temperaturas alternadas de 30 °C (dia)
e 15 °C (noite) (Martin 1994). Recentemente, Nievola et al. (2005) reportaram que plantas dessa
espécie clonadas e cultivadas in vitro apresentavam diminuicdo no crescimento quando mantidas
sob termoperiodos (28 °C claro/15 °C escuro) em relagdo aquelas mantidas a 28 °C constante,
ambas sob fotoperiodo de 12 horas.

Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (bromélia imperial) apresenta habito saxicola ou
rupicola, crescendo naturalmente sobre afloramentos rochosos ou solos rasos e pedregosos, sendo
exposta a alta luminosidade. E nativa da Serra dos Orgéos, estado do Rio de Janeiro, area de
Floresta Tropical e Campos de Altitude, sendo que acima de 800 metros esta regido possui clima
mesotérmico brando com temperaturas médias de 19 °C, que podem oscilar entre 40 °C e 5 °C em
um unico dia. A espécie, portanto, tem grande plasticidade a variagdes de temperatura, sendo
considerada tolerante ao frio (Andreas 2006).

A tolerdncia ao frio € regulada tanto pela qualidade como pela quantidade de agtlicares
presentes nos varios estagios de desenvolvimento das plantas (Figueiredo-Ribeiro 1980). Assim,
além da reducdo do crescimento, outras caracteristicas tém sido correlacionadas a tolerancia ao
frio, dentre elas o aumento de actcares soluveis (Ali et al. 1996, Gupta & Kaur 2005). Para tolerar
o frio, algumas plantas acumulam carboidratos e/ou proteinas especificas que estabilizam as
membranas celulares durante a desidratacdo induzida por temperaturas baixas. Por exemplo,
plantas de trigo acumulam sacarose nessas condi¢gdes e as altas concentragdes desse agucar nas
células impedem a formagdo de cristais de gelo evitando, portanto, danos celulares irreversiveis

(Taiz & Zeiger 2004). Temperaturas baixas também estimulam a reducdo do teor de amido e o
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concomitante aumento de agucares soliiveis em varias espécies e este aumento tem sido associado
a tolerancia ao frio nessas plantas (Kaplan et al. 2006).

Mudangas nas concentragdes de agucares soliveis foram interpretadas como uma resposta
rapida de Arabidopsis thaliana L. a temperatura baixa, ocorrendo ap6s duas horas de exposicao a
1 °C (Wanner & Junttila 1999). Como essas mudancas precedem alteragdes mensuraveis de
tolerdncia ao congelamento, ainda ndo estd claro se os agucares estdo relacionados a aclimatagdo
ao frio ou se agem indiretamente como fonte de energia para subsequentes mudangas metabolicas
que levam a tolerancia ao congelamento (Klotke ez al. 2004).

Como os carboidratos podem ser acumulados em resposta a estresses ambientais, como o
frio e a seca, atuando como crio-ou osmoprotetores celulares (Leslie et al. 1995), torna-se
importante avaliar se ocorrem alteragdes quantitativas e qualitativas nos carboidratos de plantas de
Alcantarea imperialis quando cultivadas in vitro sob temperaturas baixas. Essas alteracdes
poderiam estar associadas a protecdo das plantas sob baixa temperatura, j& que em condicdes
naturais plantas dessa espécie estdo sujeitas a variagdes de temperatura e seca muito intensas em
curto intervalo de tempo. Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar o contetido e
a composi¢do dos carboidratos ndo-estruturais em plantas de Alcantarea imperialis cultivadas in
vitro sob diferentes regimes de temperatura, com vistas a avaliar a participacdo desses compostos

na protecdo das plantas sob condi¢des ambientais estressantes.

Material e métodos

Obtencio do material vegetal
Sementes de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms foram obtidas de individuos da

colecdo de Bromélias da Secdo de Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica de Sdo Paulo no
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segundo semestre de 2006. Os apéndices plumosos foram removidos e as sementes foram
desinfestadas por imersdao em etanol 70 % durante 5 min, seguida de imersdo em soluciao do
fungicida benomyl a 0,1% por 20 min e por 60 min em solugdo comercial de hipoclorito de sodio

a 2,5 % contendo 5 gotas de Twin® 20, sob agitagdo continua.

Condigoes de cultivo

Ap6s a desinfestacdo, as sementes foram enxaguadas em camara de fluxo laminar com
dgua destilada e inoculadas em placas de Petri (70 sementes por placa) contendo 10 mL de meio
de cultura Murashige & Skoog (1962), esterilizado em autoclave, contendo a concentragao de
micronutrientes original e de macronutrientes reduzida a metade, adicionado de 100 mg L' de

myo-inositol, 30 g L' de sacarose, 7 g L' de agar (Difco). O pH foi ajustado para 5,8.

Cerca de 2000 sementes foram utilizadas para cada tratamento e mantidas em camaras de
germinacdo do tipo BOD (FANEM). Foram mantidas em trés regimes de temperatura controlada:
15 °C constante, 15 °C escuro/30 °C claro e 30 °C constante, todas sob fotoperiodo de 12 horas.
Um lote também foi mantido em Sala de Cultura da Sec¢ao de Plantas Ornamentais do Instituto de
Botanica a 26 °C £ 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas (45 pmoles m” s'l) e outro de 500 sementes
em camara de germinagdo a 5 °C.

Ap6s a emergéncia das plantulas, o material foi transferido para frascos de vidro contendo
40 mL do meio (15 plantulas por frasco) e mantidas por 9 meses nessas condi¢des, com troca do
meio de cultura cerca de 5 meses apds a transferéncia para evitar deficiéncia nutricional.
Paralelamente, foi preparado outro lote de 2000 sementes, desinfestadas como descrito acima e
depositadas em caixas do tipo Gerbox, com papel umedecido em agua destilada, sendo mantidas
em Sala de Cultura a 26 °C, sob fotoperiodo de 12 h. Apds esse periodo, as plantulas foram

transferidas para bandejas de isopor contendo casca de pinus fina como substrato (Jimenez &
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Caballero 1990). Este lote foi envolvido por saco plastico transparente e regado uma vez por
semana com solucdo nutritiva constituida pela concentragdo original de micronutrientes do meio
de Murashige & Skoog (1962) e a concentragao de macronutrientes reduzida a metade e com agua
destilada duas vezes por semana, durante todo o periodo de anélises (9 meses).

O desenho experimental constou de cinco tratamentos, sendo trés em camaras de
germinacdo (in vitro), e dois em Sala de Cultura sendo um in vitro e outro ex vitro, dos quais
foram retiradas amostras de cerca de 120 plantas aos 6 e 9 meses para a analise de carboidratos.
Folhas, caule e raizes foram avaliados separadamente (figura 1), sendo todas as analises realizadas
em triplicata. Apds as coletas (6 € 9 meses) o material foi pesado e armazenado em freezer a — 20

°C para posterior extracdo e analise dos carboidratos.

57



Figura 1. Regides das plantas de Alcantarea imperialis analisadas separadamente apos
as coletas: (A) Folhas (laminas, excluindo as bainhas foliares); (B) caule (regido
contendo caule e parte das bainhas foliares) e (C) sistema radicular.
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Extracao e analise de carboidratos soluveis

Por ocasido das andlises, o material foi descongelado e homogeneizado em almofariz e
levado ao banho-maria a 80 °C com etanol 80% por 15 min e depois centrifugado a 700 g por 15
min a temperatura ambiente. Foi separado o sobrenadante do residuo e o procedimento foi
repetido por duas vezes. Os sobrenadantes foram reunidos, constituindo o extrato etanolico
(EtOH).

Ao residuo foi adicionada agua destilada e levado ao banho-maria a 60 °C por 30 min. O
material foi filtrado a vacuo em tecido de algoddo. O procedimento também foi repetido duas
vezes e os sobrenadantes reunidos, constituindo o extrato aquoso. O residuo foi armazenado a —20
°C para posterior extracdo de amido.

Os extratos etanolicos foram concentrados em rotaevaporador a 37 °C até pequeno volume
e retomados em 5 mL de 4gua destilada para as andlises colorimétricas. A fragdo aquosa foi
concentrada em liofilizador até o mesmo volume.

Um fluxograma da extracdo de carboidratos soluveis esta representado na figura 2.

O teor de acucar total foi determinado colorimetricamente pelo método de fenol-sulftrico
conforme descrito por Dubois et al. (1956), sendo utilizada a solugdo de glucose (100pg mL™)
para a elaboragdo da curva padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a
490 nm. A quantificacdo de acucares totais foi realizada utilizando-se a equacdo da reta obtida a

partir da curva padrdo construida.
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Figura 2. Fluxograma da extragdo de carboidratos soliveis de plantas de A. imperialis.

Apo6s a quantificacdo dos agucares totais pelo método do fenol-sulfurico, separaram-se
amostras em volume calculado para se obter 5 mg de agucar em cada extrato. A seguir estas
amostras foram purificadas em colunas de troca i6nica (10 x 1) utilizando-se resinas Dowex na
forma catidnica (50 x 40 - 200) e anidnica (1 x 8 — 200) (Carvalho & Dietrich 1993). Apds a
aplicagdo da amostra no topo da coluna, a mesma foi eluida com 20 volumes de agua destilada. A
seguir os eluatos foram concentrados em rotaevaporador até a secura e retomados com 1,5 mL de
agua deionizada, sendo novamente quantificados. Amostras contendo um volume equivalente a
400 pg de agucar (para cada amostra) foram filtradas em membranas de 0,45 pum e analisadas
através de cromatografia de troca anibnica de alta resolugdo com deteccdo por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema DIONEX, modelo ICS3000, em coluna CarboPac PA-

1 (2 x 250mm). Foram utilizados dois gradientes de misturas entre o eluente A (dgua) e o eluente
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B (hidréxido de sodio 250 mM). O primeiro foi utilizado para analise de oligossacarideos e a
programacao utilizada foi: 0 — 15 min, 100 mM; 15,1 — 20 min, 200 mM; 20,1 — 25,5 min., 100
mM. No segundo, para a andlise dos agucares de menor peso molecular, a programagao utilizada
foi: 0 — 9,9 min, 15 mM; 10,0 — 15,9 min, 20 mM; 16,0 — 16,09 min, 50 mM; 16,1 — 20,5 min, 200
mM; 20,6 — 31 min, 15 mM. Em ambos os gradientes, o fluxo aplicado foide 0,25 mL min”.

O fluxograma de purificagdo dos extratos para as andlises qualitativas dos carboidratos
soluveis por HPAEC/PAD esta representado na figura 3.

Também, como uma segunda ferramenta para identificagdo dos carboidratos soluveis, foi
utilizada a cromatografia em camada delgada (TLC). Nesta analise foram avaliadas amostras de
extratos etanolicos e aquosos de Alcantarea imperialis apos purificagdo em colunas de trocas
anidnica e catidnica, sendo concentradas até secura, retomadas em 2 pL de agua e aplicadas nas
cromatoplacas de silica gel 60 F 254 Merck, modificado a partir de Kanaya et al. (1978), sendo
utilizado como solvente alcool isobutilico, 1-propanol e dgua (3:12:4, v/v). Os carboidratos foram
visualizados ap0s aspersdo com uma solu¢do de acido sulfirico em etanol a 5 %, seguida de
aquecimento por 5 min a 150 °C; os componentes foram identificados por comparacdo com

padroes auténticos de carboidratos adquiridos da Sigma (USA).
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Deionizagdo em colunas de troca
anibnica e catidnica
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Eluatos liofilizados

Retomados com agua deionizada (1 mL)

HPAEC/PAD

Figura 3. Fluxograma de purificacdo dos extratos para analises qualitativas de
carboidratos soluveis de plantas de A. imperialis.

Quantificacio de amido

Os residuos da extragdo de carboidratos soluveis congelados foram liofilizados e
homogeneizados em almofariz, sendo pesados 10 mg de cada amostra para a quantificagdo do
amido, por meio de método enzimatico, realizando-se digestdes com amilase e amiloglucosidase
(Amaral et al. 2007). A quantificagdo dos produtos da hidrdlise enzimatica foi realizada
utilizando-se as enzimas glucose-oxidase e peroxidase (GOD-POD) e os reagentes 4-
aminoantipirina e fenol em microplaca de Elisa para a leitura a 490 nm. A curva padrao foi
construida a partir de quantidades crescentes de glicose na concentragio de 1 mg.mL’. O
fluxograma da analise enzimatica para a quantificacdo de amido nas amostras esta representado na

figura 4.
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Figura 4. Fluxograma da quantificacdo de amido em tecidos de Alcantarea imperialis
(Amaral et al. 2007)
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Resultados

Os extratos etanolicos e aquosos brutos de plantas de 4. imperialis cultivadas in vitro por 6
meses em camaras de crescimento foram quantificados separadamente quanto aos carboidratos
totais (figura 5). Observa-se que nas plantas cultivadas a 15 °C a quantidade de agucares soluveis
em etanol foi maior que dos soluveis em agua e foi semelhante nos diferentes 6rgados analisados
(raiz, caule e folhas), variando entre 250 ¢ 400 mg g 'MS. Nos extratos aquosos, a quantidade de
agucares soluveis foi similar na parte aérea (folhas e caule) - (cerca de 100 mg g MS), enquanto
na raiz o valor foi o dobro em relagdo a parte aérea (figura 5 A).

As quantidades de acucares soluveis nas folhas, caule e raizes de plantas cultivadas em
termoperiodo de 30 °C (claro) e 15 °C (escuro) estdo mostradas na figura 5 B. Observa-se neste
tratamento um padro de variagdo semelhante ao das plantas cultivadas a 15 °C, com tendéncia ao
aumento na concentragdo total dos acticares, especialmente nas raizes.

A figura 5 C representa a quantidade de agtlicares soliveis nas plantas cultivadas por 6
meses a 30 °C. Verifica-se que os valores dos extratos etandlicos do caule foram maiores que os
obtidos nas folhas e aproximadamente o dobro em relagdo as raizes. Nos extratos aquosos, a

quantidade foi bastante semelhante nos trés tecidos analisados.
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Carboidratos (mg.g" MS)

600 -
500 ~
400 +
300 ~
200 -
100 -

Folha Caule Raiz

600 - B
500 -
400 -
300 -
200 -
100

Folha Caule Raiz

600 -
500 - C
400 -
300 -
200 -
100 -

Folha Caule Raiz

Figura 5. Conteudo de carboidratos soltiveis (mg g'1 MS) em alcool 80% (barras azuis) e em agua
(barras vermelhas) de diferentes tecidos de plantas de A. imperialis cultivadas in vitro por 6 meses
em camaras de germinagdo a 15 °C (A), 15/30 °C (B) e 30 °C (C), sob fotoperiodo de 12 horas. As
barras verticais indicam o desvio padrao (n = 3).
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Os carboidratos soluveis dos extratos etanolicos e aquosos brutos de plantas de A.
imperialis cultivadas in vitro em camaras de germinagdo por 9 meses estdo mostrados na figura 6.
Observa-se que nas plantas mantidas a 15 °C (figura 6 A) a quantidade de agucares presentes nos
extratos etandlicos foi semelhante na raiz, caule e folhas, variando entre 100 e 150 mg g MS.
Contudo, nos extratos aquosos das raizes, o valor foi o dobro ao encontrado na parte aérea.

A figura 6 B mostra a quantidade de aglicares em plantas cultivadas sob termoperiodo de
15 °C/ 30 °C. Observa-se neste tratamento, tanto nos extratos etanolicos quanto nos aquosos, que
as quantidades obedeceram ao mesmo padrdo de variagdo, sendo encontrados valores menores nas
folhas. No caule, a quantidade foi cerca de 25% maior em ambos extratos, enquanto nas raizes
praticamente dobrou em relagdo ao caule.

Considerando a relag@o entre raiz e parte aérea, observa-se que a quantidade de agucares
soluveis totais das raizes foi maior do que a da parte aérea em cerca de 30 %, ou seja, numa
proporcao de 3:2.

A figura 6 C representa a quantidade de agucares soliveis nas plantas de A. imperialis
cultivadas in vitro por 9 meses a 30 °C. Verifica-se que os valores dos extratos etanolicos do caule
foram cerca de 40 % maiores que os das folhas e aproximadamente o dobro em relagdo as raizes.
Nos extratos aquosos, a quantidade foi semelhante nos trés tecidos analisados, sendo levemente
maior no caule. A relacdo entre os agucares soluveis totais da parte aérea e da parte radicular foi
de 3:1.

Na figura 7 estdo apresentados os dados relativos as plantas cultivadas in vitro e ex vitro
por 9 meses em Sala de Cultura com temperatura média de 26 °C. Como pode ser observado, em
ambas as condi¢des as plantas apresentaram menor quantidade de aglicares que as mantidas em

camara de germinacdo a 30 °C.

66



Carboidratos (mg.g" MS)

300 +

200 +

100 +

Folha Caule Raiz

500 -

400 ~

300 -

200 +

100 ~

Folha Caule Raiz

300 - C

200 ~

100 -

Folha Caule Raiz

Figura 6. Contetido de carboidratos soluveis (mg g 'MS) em élcool (barras azuis) e em agua
(barras vermelhas) de diferentes tecidos de plantas de A. imperialis cultivadas in vitro por 9 meses
em camaras de germinagdo a 15 °C (A), 15/30 °C (B) e 30 °C (C), sob fotoperiodo de 12 horas. As
barras verticais indicam o desvio padrao.
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Novamente, a maior quantidade de aglicares foi encontrada nos extratos etanolicos e na parte
aérea, exceto nas raizes das plantas cultivadas ex vitro, cujas quantidades foram maiores (figura 7
B).

A partir desses dados € possivel concluir que em todos os tratamentos com
temperatura constante (15 °C, 30 °C e Sala de Cultura), a quantidade de agucares soliveis na parte
aérea foi igual ou superior a das raizes, havendo, entretanto, uma relagdo inversa nas plantas

cultivadas sob termoperiodo (15/30 °C), onde a quantidade de agucares das raizes ultrapassou a da

parte aérea.
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Figura 7. Conteudo de carboidratos soluveis (mg g 'IMS) em dalcool (barras azuis) e em
agua (barras vermelhas) de diferentes tecidos de plantas de A. imperialis cultivadas por 9
meses em Sala de Cultura a 26 °C (A) e ex vitro a 26 °C (B), sob fotoperiodo de 12 horas.
As barras verticais indicam o desvio padrao.
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A analise dos carboidratos soluveis por HPAEC/PAD em plantas de Alcantarea. imperialis
cultivadas in vitro por 9 meses foi realizada por comparagdo com padrdes comerciais auténticos
(figura 8) e revelou a presenca de myo-inositol, glucose, frutose, sacarose, além de dois agucares
ndo identificados e oligossacarideos da série da rafinose (rafinose e estaquiose) em proporcoes
variadas, levando-se em consideragdo o tratamento e o tipo de tecido analisado.

Nos extratos etandlicos de raizes de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas em 15 °C
(figura 9 A) foram detectados sinais de myo-inositol proximos a 100 nC de resposta e uma
quantidade muito pequena de um agucar ainda ndo identificado (aqui denominado Ni 1) préoximo
aos 5 minutos de eluicdo. Nao apareceram sinais de sacarose neste extrato. Glucose e frutose
foram detectadas em quantidades muito superiores, sendo que a glucose ultrapassou 500 nC de
resposta e a frutose em niveis um pouco inferiores (em torno de 450 nC). Nos extratos etanolicos
de raizes de plantas cultivadas em termoperiodo (15/30 °C) (figura 9 C) este padrdo se manteve,
sendo que os niveis de glicose e frutose apareceram mais elevados, atingindo 600 nC e 500 nC,
respectivamente. Nos extratos etanolicos de raizes de plantas cultivadas em 30 °C (figura 9 E)
nota-se que os sinais de myo-inositol continuaram em torno de 100 nC de resposta e também a
sacarose apareceu com mesmos niveis de deteccdo. Ja as proporc¢des de glucose e frutose se
inverteram, sendo a glucose detectada com sinal inferior a 400 nC e a frutose com cerca de 450
nC. Nos extratos aquosos de raizes de plantas cultivadas em 15 °C (figura 9 B) foi observada a
presenca de quantidades maiores de myo-inositol e do agucar Ni 1, chegando a mais de 200 nC de
resposta e quantidades muito inferiores de glucose e frutose (menos de 50 nC de resposta). Ni 1
foi encontrado em propor¢do elevada, o que demonstra que este acticar tenha maior solubilidade
em agua do que em 4lcool. Também neste extrato foram encontrados tragos de oligossacarideos da
série da rafinose em torno dos 13 min de eluigdo.

Em extratos aquosos de raizes de plantas cultivadas em termoperiodo (figura 9 D), myo-

inositol, glucose e frutose apareceram em niveis de resposta semelhantes (todos em torno de 50
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nC) e Ni 1 também foi encontrado em proporcdo elevada, como nos extratos de plantas cultivadas
em 15 °C. Aqui também existem tracos de sacarose e de outros oligossacarideos de série da
rafinose. Ja nos extratos aquosos de raizes de plantas cultivadas por 9 meses em 30 °C, o padrao
de acucares encontrados foi muito semelhante ao dos extratos etandlicos, com respostas de
glucose e frutose sensivelmente inferiores e sacarose pouco superiores.

Quanto aos extratos etandlicos de caules de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas a
15 °C (figura 10 A) e sob termoperiodo (figura 10 C), o padrio dos agicares foi idéntico ao
encontrado nas raizes, mas para as plantas cultivadas a 30 °C (figura 10 E) a propor¢do de myo-
inositol ultrapassou a dos demais agucares; glucose e frutose se equipararam e a sacarose se
manteve abaixo do nivel de 100 nC de detecg¢do. Nos extratos aquosos de caules de plantas
cultivadas em 15 °C (figura 10 B) foram encontradas propor¢des menores de myo-inositol e de
outro acucar nao identificado (Ni 2), em elevada concentracdo. Nas plantas mantidas em
termoperiodo (figura 10 D) o extrato aquoso seguiu o mesmo padrao dos extratos de raiz, mas nos
extratos de plantas cultivadas em 30 °C (figura 10 F), a propor¢cdo de myo-inositol continuou
muito elevada, praticamente se igualando aos niveis de glucose. Um fato que chama a atencdo ¢
que tanto nos extratos de caule (figura 10 E, F) quanto nos de folhas (figura 11 E, F), as
proporcdes de glucose e frutose foram se invertendo em relacdo ao que foi observado nas raizes
(figura 9 E, F) de plantas cultivadas em 30 °C, sendo que a glucose passou a apresentar niveis
mais elevados do que os de frutose. Assim, nas raizes a quantidade de myo-inositol foi inferior a
da parte aérea e as proporgoes de glucose e frutose se inverteram nas folhas em relagdo as raizes.

Outro fato que pode ser observado € que nos extratos aquosos de folhas de plantas
mantidas al5 °C (figura 11 B) ndo apareceu o componente Ni 2, que foi encontrado nos extratos
de caule no mesmo tratamento térmico (figura 10 B), voltando a mostrar niveis elevados do

componente Ni 1.
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Ressalta-se que os agucares da série da rafinose foram mais evidentes nas plantas
cultivadas sob baixas temperaturas, sugerindo sua agdo crioprotetora, como tem sido proposto para
outras plantas que vivem em ambientes sujeitos a grande variagdo térmica, especialmente

temperaturas baixas no outono e temperaturas subzero no inverno.
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Figura 8. Analise por HPAEC/PAD de padroes comerciais de carboidratos soliveis, onde Mi — myo-
inositol, g— glucose, f— frutose, s — sacarose, r —rafinose, e— estaquiose.
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Figura 9. Andlise por HPAEC/PAD de carboidratos soluveis neutros em raizes de plantas de 4.
imperialis cultivadas in vitro por 9 meses a 15 °C (A, B), 15/30 °C (C, D) e 30 °C (E, F). Mi -
myo-inositol, g— glucose, f— frutose, s— sacarose, Ni 1 e Ni 2 — aglicares ndo identificados.
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Figura 10. Analise por HPAEC/PAD de carboidratos soliiveis neutros em caules de plantas de 4.
imperialis cultivadas in vitro por 9 meses a 15 °C (A, B), 15/30 °C (C, D) e 30 °C (E, F). Mi -
myo-inositol, g — glucose, f — frutose, s — sacarose, r - rafinose, e - estaquiose € Ni 1 e Ni 2 —

acgucares ndo identificados.
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Figura 11. Analise por HPAEC/PAD de carboidratos soluveis neutros em folhas de plantas de A.
imperialis cultivadas in vitro por 9 meses a 15 °C (A, B), 15/30 °C (C, D) e 30 °C (E, F). Mi -
myo-inositol, g — glucose, f — frutose, s — sacarose, r - rafinose, ¢ - estaquiose e Ni 1 e Ni 2 —
acucares nao identificados.
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Para complementar as andlises realizadas por HPAEC/PAD, e como tentativa para
identificar os carboidratos soluveis presentes nas amostras de A. imperialis, foi realizada uma
analise por TLC e os resultados estdo mostrados na figura 12, confirmando a presenga dos
mesmos componentes ja detectados por HPAEC. Na analise por TLC, houve predominancia de
acgucares de menor peso molecular, chamando a atengdo a possivel presenca de trealose, que
poderia ser o componente Ni 1, presente nas plantas cultivadas sob temperaturas baixas. As
presencas de polissacarideos retidos na origem dos cromatogramas e de rafinose foram mais
evidenciadas nos extratos aquosos de plantas cultivadas a 15 °C e sob termoperiodo, confirmando

a andlise por HPAEC/PAD.
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Figura 12. Cromatografia em camada delgada dos carboidratos soluveis de plantas de 4. imperialis
cultivadas in vitro em diferentes tratamentos térmicos, em comparagdo com padrdes comerciais. (1)
= Gl — glucose, Fr — frutose, Sa — sacarose; (2) = Mt — maltotetraose, Mp — maltopentaose, Mh —
maltoheptaose; (3) = Tr — trealose; (4) = Mb — melibiose; (5) = Rf — rafinose; (6) = extrato etandlico
de folha em 15 °C; (7) = extrato aquoso de folha em 15 °C; (8) = Extrato aquoso de folha em
termoperiodo; (9) = extrato aquoso de folha em 30 °C; (10) = extrato aquoso de caule em 15 °C; (11)
= extrato aquoso de caule em termoperiodo; (12) = extrato aquoso de caule em 30 °C e (13) =
extrato aquoso de raiz a 15 °C.
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A figura 13 apresenta as variagdes no conteido de amido determinado por método
enzimatico nos diferentes 6rgdos das plantas de Alcantarea imperialis mantidas in vitro nas
camaras de germinacdo por 9 meses, nos diferentes tratamentos térmicos estudados (15 °C, 15 °C

escuro/30 °C claro e 30 °C).
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Figura 13. Conteudo de amido (mg g 'MS) em folhas (barras azuis), caule (barras
vermelhas) e no sistema radicular (barras amarelas) de plantas de A. imperialis cultivadas
por 9 meses in vitro em camaras de germinagdo sob diferentes temperaturas. As barras
verticais indicam o desvio padrao.

Como pode ser observado, nos tratamentos com temperaturas mais baixas (15 °C e 15/30
°C) houve predominancia de amido na parte aérea das plantas apos 9 meses de cultivo. Nas
mantidas a 30 °C as quantidades de amido foram uniformes em todos os tecidos analisados
(sistema radicular, caule e folhas), enquanto que naquelas mantidas sob termoperiodo a diferenca
nos teores de amido entre o sistema radicular e a parte aérea tornou-se muito mais pronunciada.

Além disso, estas plantas apresentaram menores quantidades de amido, especialmente nas raizes
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quando comparadas com as que foram mantidas em temperaturas constantes, tanto em 15 °C
quanto em 30 °C. Também ¢ interessante ressaltar que sob temperaturas mais baixas (15 °C e
termoperiodo) o sistema radicular concentrou menor quantidade de amido, o que poderia indicar

que os carboidratos ndo-estruturais nessa espécie se concentram na parte aérea das plantas.

Discussao

Foram encontradas variagdes expressivas nas quantidades de agucares soliveis na parte
aérea e no sistema radicular de plantas de Alcantarea imperialis cultivadas por 9 meses nos
diferentes tratamentos térmicos estudados. Sob temperaturas mais elevadas, tanto in vitro (cdmaras
de germinacao a 30 °C e Sala de Cultura a 26 °C) quanto ex vitro houve tendéncia a menor
quantidade de agucares soluveis do que sob temperaturas mais baixas (15 °C e termoperiodo 15/30
°C). Quanto ao amido, esta relacdo se inverteu, particularmente para o sistema radicular.

Considerando que a maior concentracao de massa nas plantas de 4. imperialis encontra-se
na parte aérea (somando-se caule e folhas) verifica-se que a maior quantidade absoluta de actcares
soluveis totais foi alocada para a parte aérea.

Segundo Berry & Bjorkman (1980), plantas de uma mesma espécie crescendo em habitats
variados estdo sujeitas a variagdes sazonais de temperatura, podendo também haver consideraveis
flutuacdes desse fator num tnico dia. Nessas condi¢Oes a fotossintese é fortemente afetada, assim
como todos os processos de desenvolvimento e o metabolismo. Como a maior parte do carbono
fixado na fotossintese ¢ utilizada para formagao de carboidratos, principalmente sacarose e amido,
que sdo os produtos mais estaveis do processo fotossintético (Majerowicz 2008), a concentragao
desses compostos também pode ser muito alterada, o que pode ter ocorrido com as plantas de A.

imperialis cultivadas sob diferentes tratamentos térmicos.
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As flutuagdes sazonais nas concentragdes de agucares soliiveis em plantas perenes de
regides temperadas sdo bem conhecidas, havendo geralmente aumento nesses compostos no
outono e inverno. O agUcar livre mais abundante e mais frequentemente acumulado em resposta a
baixa temperatura ¢ a sacarose. Glucose e frutose podem ser acumuladas em menores quantidades,
assim como os oligossacarideos derivados da sacarose rafinose e estaquiose também podem ser
acumulados no inverno, mas geralmente nenhum deles ocorre em quantidades significativas no
verdo, como citado para Hedera helix por Guy et al. (1992).

Ainda segundo Guy et al. (1992), um proposito para o acimulo de sacarose durante
a aclimatagcdo ao frio ¢ indicado pelo fato da concentragdo de sacarose ser frequentemente
correlacionada com a tolerdncia ao congelamento. Como agente crioprotetor, o acumulo de
sacarose poderia ser adaptativo e constituir o principal fator para tornar a planta mais tolerante a
baixas temperaturas (Levitt 1980). Assim, a necessidade de um periodo de frio para hidrolise dos
carboidratos de reserva e mobilizagdo de agucares necessarios ao crescimento, impede que as
plantas tenham grande desenvolvimento no outono, garantindo a sobrevivéncia no inverno
(Charles-Edwards & Rees 1974). A tolerancia a temperaturas baixas também tem sido associada
as variagoes nos niveis de carboidratos em plantas tropicais (Figueiredo-Ribeiro 1980).

Segundo Taiz & Zeiger (2004), espécies tropicais e subtropicais sdo mais
suscetiveis a injurias por resfriamento do que as de clima temperado. Quando as raizes dessas
plantas sdo submetidas a temperaturas entre 15 e 10 °C ocorrem varios danos, que incluem
crescimento mais lento, clorose e murcha. No presente estudo (Capitulo 1), foi observado que as
temperaturas baixas (15 °C constante e termoperiodo de 15/30 °C) inibiram o crescimento de
plantas de A. imperialis, particularmente quanto ao comprimento e numero de raizes e folhas.
Notou-se, também, que as plantas mantidas em temperaturas mais baixas concentraram maior
biomassa na parte aérea (caule e folhas) do que no sistema radicular. Esses dados estdo de acordo

com o fato de A. imperialis ser uma espécie rupicola, na qual as folhas desempenhariam fungdes
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metabolicas de produgdo e acimulo de reservas, enquanto as raizes teriam como principal fungao
o suporte da planta (Nievola & Mercier 1996, De Paula 1998, Endres & Mercier 2000, Nievola et
al. 2001, Endres & Mercier 2002 e Takahashi et al. 2007).

A protegdo celular ao resfriamento pode ser feita por carboidratos e algumas proteinas
especificas, crioprotetores que estabilizam proteinas e lipidios das membranas durante a
desidratacdo induzida por temperaturas baixas. Por exemplo, plantas de trigo acumulam sacarose
sob temperaturas baixas e outros cereais de inverno também acumulam agtcares soltiveis, inibindo
a formacdo de cristais de gelo nas células. Dessa forma, agucares como sacarose, rafinose,
frutanos, sorbitol ou manitol, dentre outros, contribuem para a protecdo celular contra as baixas
temperaturas (Taiz & Zeiger 2004).

A analise das amostras por TLC permitiu confirmar a predominancia de agucares de menor
peso molecular em todos os tecidos, chamando a atencdo a possivel presenca de trealose, um
dissacarideo ndo redutor, formado por duas moléculas de glicose, que tem sido isolado de algas,
bactérias, fungos, insetos, invertebrados e leveduras (Elbein 1974 in Goddijn & Smeekens 2008).
Segundo estes autores, provavelmente a presenca de intensa atividade da trealase em todos os
tecidos vegetais evita o acimulo de trealose, dificultando sua identificagao, o que pode ter sido o
motivo de ndo serem encontrados estudos sobre este acicar em plantas até um passado ndo muito
distante. Em virtude dos baixos teores de trealose nas plantas, parece improvavel que a ela tenha
uma func¢do importante na protecio contra o estresse. Existem estudos que sugerem que a trealose
seja um agente que venha a impedir simbiose entre plantas suscetiveis e microorganismos
produtores de trealose (Mellor 1992). Vogel et al. (1998) sugerem que a trealose ou metabolitos a
ela relacionados poderiam ter fungdo de reguladores de crescimento vegetal e desenvolvimento. A
biossintese de trealose em plantas pode desempenhar um papel na regulacdo do metabolismo de
carboidratos ou na percep¢ao da disponibilidade de carboidratos (Goddijn & Smeekens 2008). Nas

plantas de A. imperialis cultivadas sob termoperiodo e 15 °C foi detectada a presenga de actcares
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que migraram proximo a sacarose (designados Ni 1 e Ni 2), confirmando as analises realizadas por
HPAEC/PAD. A identificagdo destes compostos somente poderd ser feita apds a realizagdo de
analises quimicas dessas amostras por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG/MS), que estdo em andamento. Também na andlise por TLC ficou clara a presenga de
oligossacarideos possivelmente da série da rafinose, mais evidenciados nas amostras de plantas
cultivadas a 15 °C e sob termoperiodo, confirmando o que foi detectado por HPAEC/PAD.

Quando plantas tolerantes ao frio so submetidas a temperaturas baixas ocorrem alteragoes
em diversos processos fisiologicos e metabolicos, que por sua vez afetam os niveis de carboidratos
(Guy et al. 1992). No inverno, o contetido de amido tipicamente declina e os agtlicares livres
exibem um aumento direto na quantidade. Embora algumas dessas respostas a baixa temperatura
possam ser vistas como uma consequéncia incidental, isso leva a mudancas na composicdo dos
carboidratos ndo-estruturais e na redistribuicdo do amido em muitas espécies. Em plantas menos
tolerantes ao frio, como Solanum sp e Citrus sp, ao contrario, ocorre acumulo de amido sob
temperaturas baixas, juntamente com aumento de agucares livres (Guy ef al. 1992).

Segundo Kaplan et al. (2006), desde o século passado € sabido que temperaturas baixas
estimulam a reducdo do teor de amido e o simultdneo aumento de agucares soliveis em plantas e
que este aumento parece estar associado a tolerdncia ao frio em muitas espécies. Essas
informagdes estdo de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho que indicaram
tendéncia a haver maiores quantidades de acticares soluveis nas plantas de A. imperialis cultivadas
sob temperaturas baixas (15 °C e 15/30 °C), do que nas cultivadas a 30 °C. E interessante notar que
sob termoperiodo (15 °C escuro/30 °C claro), os niveis de agucares foram muito aumentados (tanto
no sistema radicular quanto no eixo caulinar), indicando que esta seria a condigdo em que A.
imperialis teria a maior produgdo de aglicares soluveis totais, concordando com a literatura. De
acordo com Martin (1994), as temperaturas mais baixas no periodo escuro estimulam a absorc¢ao

de CO; em Bromeliaceae, familia na qual existem representantes C;, CAM e C3;-CAM.
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Aproximadamente dois ter¢os das bromélias sdo plantas CAM e ocupam locais aridos ou sdo
epifitas. Essas plantas sdo capazes de sobreviver em condi¢cdes de falta de agua, bem como em
ambientes com elevada energia luminosa e grande amplitude térmica (Kluge & Ting 1978) e sua
adaptacdo a estas condicdes pode estar relacionada as variacdes nas concentracdes de varios
compostos, incluindo-se os carboidratos (Salisbury & Ross 1991, Larcher 2006).

Como ja mencionado, nas plantas CAM a fotossintese ¢ dtima quando sdo submetidas a
temperaturas amenas durante o periodo diurno e mais baixas no periodo noturno, o que
provavelmente deve ter ocorrido com A. imperialis, jA que houve aumento no contetdo de
carboidratos ndo-estruturais (amido) na parte aérea das plantas cultivadas sob termoperiodo de
15/30 °C. Em plantas de Ananas comosus cultivadas sob temperaturas constantes a quantidade de
CO, absorvida ¢ menor e a maxima atividade fotossintética ocorreu sob regime termoperiodico de
15 °C noite/30 °C dia (Martin 1994), como um dos tratamentos utilizados no presente trabalho
para cultivo in vitro de plantas de 4. imperialis.

Observamos que as plantas de 4. imperialis cultivadas sob temperaturas mais elevadas (30
°C constante) apresentaram maior conteudo de amido no sistema radicular, quando comparadas
com as cultivadas a 15 °C. Contudo, na condicdo de termoperiodo, as plantas apresentaram as
menores concentragdes de amido, havendo, portanto, uma relagdo inversa do que ocorreu com 0s
agucares soluveis. O aumento destes poderia estar relacionado com a reducdo do crescimento das
plantas observada sob temperaturas baixas, bem como com a possivel hidrolise do amido

armazenado. O acumulo de agucares soluveis poderia proporcionar a proteg¢do das plantas ao frio.
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Consideracoes finais

Alcantarea imperialis é nativa da Serra dos Orgdos (RJ), apresenta grande plasticidade a
variagdes de temperatura e estd incluida na lista de espécies em perigo de extingdo, devido ao
intenso extrativismo causado pelo comércio irregular de plantas ornamentais.

O presente trabalho surgiu da necessidade de se estabelecer um cultivo de plantas de
Alcantarea imperialis com crescimento lento, como uma alternativa aos bancos de semente, uma
vez que as sementes desta espécie tém curta longevidade, inviabilizando sua conservacao nesses
bancos. Em condi¢cdes naturais, as plantas de A. imperialis atingem a maturidade
reprodutiva entre 10 e 20 anos e apos a dispersdo suas sementes tém a viabilidade drasticamente
diminuida, podendo ser conservadas no maximo por 12 meses, o que amplia o grau de ameaca a
esta espécie e justifica a manutencdo da mesma em uma colecao in vitro.

O cultivo in vitro, sob temperatura baixa como uma forma de promover o crescimento
lento a partir de sementes, para garantir a conservacdo de colegdes com grande variabilidade
genética, se torna uma ferramenta adequada para estudos de conservagdo de espécies ameagadas
de extingdo, uma vez que garante o controle rigido das varidveis a serem analisadas (como
temperatura, iluminagdo, nutrientes, etc.), além de controlar a qualidade fitosanitaria das plantas.
Para que este tipo de cultivo seja estabelecido com sucesso, existe a necessidade de avaliar se a
espécie em questdo se mantém nessas condi¢des sem alterar significativamente seu metabolismo e
a morfologia em relacdo as que se encontram na natureza ou que sdo produzidas de modo
convencional. Dessa maneira, no presente trabalho foram analisadas a sobrevivéncia das plantulas,
o crescimento da parte aérea e do sistema radicular e a producdo de carboidratos em plantas de
Alcantarea imperialis de modo a avaliar se suas caracteristicas morfo-fisiologicas e metabodlicas

sdo mantidas quando cultivadas in vitro nessas condigdes.
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Pelos resultados obtidos foi constatado que em todos os tratamentos térmicos utilizados in
vitro em camaras de germinagao (15 °C, 15/30 °C e 30 °C) e em condi¢des de Sala de Cultura (26
°C) in vitro ou ex vitro, a porcentagem final de germina¢do ndo foi alterada. Também o nimero e
o comprimento de raizes e folhas ndo foram afetados, evidenciando que a morfologia das plantas
foi mantida, sendo que somente a velocidade de crescimento foi diminuida sob temperaturas mais
baixas. As plantas que foram mantidas a 30 °C ou 26 °C (Sala de Cultura) eram maiores do que as
cultivadas em 15 °C, enquanto que as mantidas sob termoperiodo (15/30 °C) apresentavam
tamanhos intermedidrios durante todo o periodo de cultivo analisado. Quando comparadas as
plantas cultivadas in vitro com as cultivadas ex vitro (controle), verificamos que as mesmas
apresentavam o mesmo padrio morfoldgico, indicando a viabilidade deste tipo de cultivo para 4.
imperialis.

As andlises relativas a produgdo de carboidratos, tanto quantitativas quanto qualitativas,
indicaram que sob temperaturas mais baixas houve mobiliza¢do desses compostos, com aumento
dos acticares soluveis de peso molecular menor, incluindo oligossacarideos da série da rafinose,
que segundo a literatura poderiam estar relacionados com o aumento da tolerancia ao frio, como
ocorre em diversas espécies.

Como era esperado, ja que A. imperialis ¢ uma espécie rupicola ou saxicola, sujeita a
grandes variacdes de temperatura, podendo variar de 5 a 40 °C em um unico dia, as alteragdes
mais expressivas nos carboidratos foram observadas no tratamento termoperidodico (15/30 °C),
indicando que esta condicdo ¢ a que mais se aproxima do ambiente em que essas plantas ocorrem
na natureza, evidenciando ainda que os carboidratos produzidos nesta condicdo possam estar
envolvidos na protecdo das plantas ao ftio.

As andlises quantitativas apontaram também variagdes expressivas no conteido de amido
nos diferentes tecidos analisados de plantas cultivadas nos diferentes tratamentos térmicos. Em

temperaturas mais elevadas foram encontradas as maiores quantidades de amido e os menores
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conteudos de acucares soliveis, enquanto que sob temperaturas baixas esta relacdo se inverteu,
havendo diminui¢ao de amido e aumento de agucares soluveis.

Este trabalho mostrou que a maior quantidade de agucares soluveis foi alocada para a parte
aérea da plantas de 4. imperialis. Nessa regido também houve a maior concentracdo de massa,
indicando que o eixo caulinar seja o principal centro metabodlico, sendo responsavel pela producao
e acumulo de reservas, enquanto o sistema radicular teria como funcdo principal o suporte da
planta. Esse resultado esta de acordo com a literatura que mostra que as raizes das bromélias estdo
relacionadas principalmente com a fixacao da planta, seja ela epifita ou rupicola, cabendo a parte
aérea as funcdes de absorcdo e fotossintese ¢ acimulo de reservas. De maneira interessante, a
maior quantidade de agucares na parte aérea de plantas de 4. imperialis quando submetidas ao frio
ressalta as peculiaridades existentes nas bromeliaceas, diferentemente de outras familias, nas quais
a quantidade dos acucares nessas condigdes geralmente € armazenada no sistema subterraneo.

Como fartamente documentado na literatura consultada, a protecao ao resfriamento pode
ser feita por carboidratos e proteinas especificas, por meio da estabilizacdo de lipidios e proteinas
da membrana celular durante a desidratacdo induzida por temperaturas baixas. Sendo assim,
acucares de pesos moleculares menores (como glucose, frutose, sacarose, trealose e rafinose, bem
como outros estd em fase de identificacdo) foram encontrados nas plantas de A. imperialis em
quantidades mais expressivas naquelas cultivadas sob temperaturas mais baixas, e poderiam estar
relacionados com a tolerdncia dessas plantas ao frio. A confirmacdo da presenca desses aclcares
ainda ndo identificados podera auxiliar na compreensdo do papel dos carboidratos ndo-estruturais
na adaptacdo de plantas de Alcantarea imperialis a ambientes com grandes amplitudes térmicas
diarias. Este trabalho evidenciou, também, a tolerancia da espécie a condi¢cdes de temperaturas
baixas constantes, como usualmente utilizadas em bancos de germoplasma.

A verificacdo da plasticidade de A. imperialis em relagdo a temperatura pode contribuir

para futuros estudos que visem a investigacdo de mecanismos fisiologicos relacionados a
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sobrevivéncia em ambientes considerados estressantes, como aquele onde essa bromélia habita. O
fato desta espécie sobreviver em condi¢cdes extremas de seca, alta irradiancia e escassez de
nutrientes, pode apontar para a utilizacdo dessa bromélia como um interessante modelo para

estudos de fisiologia basica.
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RESUMO

Bromeliaceae inclui representantes com notavel plasticidade em relacdo ao ambiente (de
mesofilos a xéricos), especialmente em regides com grande amplitude térmica. Pela beleza que
apresentam, essas plantas se destacam entre as principais espécies ornamentais tropicais, incluindo
a bromélia imperial Alcantarea imperialis. Esta espécie € nativa da Mata Atlantica e cresce
naturalmente sobre rochas ou solos rasos e pedregosos em regides com temperaturas médias de 19
°C, que podem oscilar entre 5 ¢ 40 °C em um unico dia. Considerando que o crescimento de
plantas ¢ diminuido sob baixas temperaturas e que nessas condi¢cdes ha aumento na producdo de
carboidratos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e as variagdes nos carboidratos
ndo estruturais em plantas de A. imperialis crescendo sob diferentes condi¢des térmicas. O cultivo
foi estabelecido a partir de sementes germinadas in vitro em meio Murashige & Skoog (1962)
solido, com macronutrientes reduzidos a metade, (100 mg/L de myo-inositol, 30 g/L de sacarose, 7
g/L de agar, pH 5,8), modificado a partir de Naves (2001), em cadmaras de germinagdo tipo BOD,
com fotoperiodo de 12 h, a 15 °C, 15/30 °C (termoperiodo escuro/claro) e 30 °C. Um lote controle
foi mantido in vitro a 26 °C em sala de cultura e outro em estufa, utilizando casca de pinus como
substrato. A emergéncia das plantulas foi avaliada semanalmente em cada tratamento e apos 3, 6 e
9 meses de cultivo foram realizadas analises biométricas e de produgdo de carboidratos ndo
estruturais no sistema radicular, folhas e eixo caulinar, constituido de caule e bainha das folhas. Os
resultados indicaram que foram necessarios 50 dias para ocorrer emergéncia de 80% das plantulas
provenientes de sementes mantidas a 15 °C, enquanto que naquelas cultivadas a 30 °C foram
necessarios apenas 14 dias para que a mesma porcentagem fosse atingida. As sementes mantidas
sob termoperiodo precisaram de um tempo intermedidrio para germinar, cerca de 21 dias. As
plantas mantidas por 9 meses a 15 °C apresentaram folhas e raizes em nimero e tamanho

reduzidos e menores valores de massas fresca e seca, sendo em média 4 vezes inferiores aquelas
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cultivadas a 30 °C. Os valores obtidos para plantas cultivadas sob termoperiodo foram
intermedidrios. As andlises de carboidratos indicaram haver maior quantidade de agucares totais
nas plantas cultivadas a 15 °C em relacao as cultivadas a 30 °C. Contudo, os maiores valores totais
foram encontrados nas plantas cultivadas sob termoperiodo. Os resultados permitiram concluir que
as temperaturas baixas limitaram o crescimento de plantas de A. imperialis cultivadas in vitro e
que os teores de carboidratos foram maiores nessas condigdes, indicando que esses compostos
poderiam estar envolvidos na plasticidade térmica de 4. imperialis e na crioprotecdo das plantas

em condicdes de abaixamento de temperatura.
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ABSTRACT

Bromeliaceae includes plants with notable plasticity related to the environment (from
mesophiles to xerics), especially in regions of a wide range of temperatures. For the beauty they
represent, these plants are among the main tropical ornamental species, including the imperial
bromélia Alcantarea imperialis.

This species is native from the Atlantic Rainforest and grows naturally under rocks or
shallow and stony soils in regions with average temperatures of 19 °C, that can vary from 5 to 40
°C in a day. Considering that the growth of plants is reduced under low temperatures and that
under these conditions there is an increase in the production of carbohydrates, the aim of this work
was to evaluate the growth and changes in non-structural carbohydrates in 4. imperialis plants
growing under different thermal conditions. The culture was established from in vitro germinated
seeds under solid Murashige & Skoog (1962) medium, with macronutrients reduced to the half
(100 mg/L of myo-inositol, 30 g/L of sucrose, 7 g/L of agar, pH 5,8), in germination chambers
(BOD), with photoperiod of 12 h, under 15 °C, 15/30 °C (dark/light thermoperiod) and 30 °C. A
control lot was maintained in vitro under 26 °C in culture room and another ex vitro, using pinus
cork as substrate. The seedlings emergency was weekly evaluated in each treatment and after 3, 6
and 9 months of growth, biometric and non structural carbohydrates were analyzed in the roots,
leaves and stem axis, constituted of stem and leaf sheath. The results indicated that 50 days were
necessary for emergency of 80% of the seedlings from seeds maintained under 15 °C, while in
those grown under 30 °C only 14 days were necessary to obtain the same percentage. The seeds
maintained under thermoperiod needed an intermediate period of time to grow, around 21 days.
The plants maintained for 9 months under 15 °C presented leaves and roots in reduced number and
size and smaller values of fresh and dry masses, being on the average 4 times lower than those

grown under 30 °C. The values obtained for plants grown under thermoperiod were intermediate.
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The analysis of carbohydrates indicated the existence of higher amounts of total sugars in plants
grown under 15 °C in relation to those grown under 30 °C. The highest values of total soluble
carbohydrates were found in plants grown under thermoperiodic conditions. The results allowed to
conclude that low temperatures limited the growth of A. imperialis plants grown in vitro and that
the carbohydrate levels were higher under these conditions, indicating that these compounds could
be involved in the thermal plasticity of 4. imperialis and in the cryoprotection of plants under low

temperatures.
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Anexo 1. Anélise por HPAEC/PAD de carboidratos soliiveis neutros em raizes de
plantas de A. imperialis cultivadas ex vitro por 9 meses em Sala de Cultura a 26 °C. A=
extrato etanolico de raiz; B=extrato aquoso de raiz; C= extrato etandlico da caule; D=
extrato aquoso de caule; E= extrato etanolico de folha; F= extrato aquoso de folha.
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