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Resumo: Eventos relacionados ao aquecimento
global, previsto para um futuro préximo, estdo
associados a falta de agua podendo expor o0s
vegetais as condi¢des de déficit hidrico. A
avaliacdo fisioldgica das plantas sujeitas a esse
ambiente contribui para a identificagdo de
espécies tolerantes. Este trabalho teve como
objetivo investigar a condi¢do de déficit hidrico
induzido que reduza a sobrevivéncia de plantas
de Acanthostachys strobilacea (Schult. f.)
Klotzsch, & Otto cultivadas in vitro com PEG 6000
mantidas a 35° C. As plantas foram mantidas em
meio nutritivo de Murashige & Skoog (1962), com
concentragcbes de macronutrientes reduzidas a
1/5 (MS/5). De modo a simular a falta de &gua,
foi acrescentado Polietilenoglicol (PEG-6000) em
diferentes quantidades (T1= 5%, T2= 10%, T3=
15% e T4= 20%) para estabelecer diversas
condicOes de potenciais hidricos. Esses resultados
foram comparados entre si e também as plantas
mantidas em outros dois tratamentos: T5 =
somente agua e T6= MS/5 sem PEG. Cada
tratamento consistiu em cinco frascos com cinco
plantas cada. Os resultados revelaram 100% de
sobrevivéncia nas plantas mantidas em todos os
tratamentos por um periodo préximo de 30 dias,
apesar de terem apresentado reducdo nos
pardmetros foliar e caulinar ndo foram
apresentados sinais que comprometessem a sua
sobrevivéncia. Conclui-se que Acanthostachys
strobilacea é tolerante a todos os tratamentos
submetidos até um periodo proximo de 30 dias,
onde apresentou 100% de sobrevivéncia
indicando a resiliéncia dessa bromélia a alta
temperatura constante durante os periodos de
claro e escuro, conjuntamente ao déficit hidrico
imposto.

Palavras-Chave: falta de agua, bromélia,
aquecimento global, polietilenoglicol.

INTRODUCAO

Efeitos do aquecimento global, citados por Salati
et al. (2004) incluem um cenéario de clima mais
extremo com secas, inundacdes e ondas de calor
mais frequentes. Segundo esses autores, a elevacio
na temperatura aumenta a capacidade do ar em
reter vapor d’agua e, consequentemente, ha maior
demanda hidrica. Assim, o efeito do aumento de
temperatura pode estar relacionado a condi¢do de
falta de &gua. Por modelos matematicos baseados
em dados registrados dos oceanos, biosfera
atmosfera, esta previsto um aumento entre 1,4°C e
5,8°C na temperatura média global até o final do
século XXI (IPCC, 2014).

O fornecimento de &gua adequado € um dos
principais responsaveis pelo crescimento vegetal
(Janska et al. 2010), portanto, a avaliacdo desse
parametro pode indicar adaptacGes as condicbes de
seca. As espécies de Bromeliaceae podem ser
candidatas a esse tipo de investigacdo, pois varios
representantes da familia ocupam uma diversidade
de ambientes, desde mesofilicos até xéricos,
apresentando diversas adaptacdes em relagdo ao
aproveitamento da disponibilidade hidrica do
ambiente (Freschi et. al 2010). Acanthostachys
strobilacea (Schultz f.) Klotzsch & Otto, por exemplo,
€ uma espécie de ampla distribuicdo pertencente a
subfamilia Bromelioideae, pode ser encontrada
como saxicola ou epifita (Reitz 1983), nos dominios
do Cerrado e Mata Atlantica (Stehmann et al. 2009).
Considerando-se que plantas epifitas exibem
adaptacOes aos episodios de falta de 4gua (Benzing,
1995), comum nos ambientes 0s quais ocupam a
investigacao da toleréncia dessas espécies a escassez
hidrica associada a alta temperatura pode indicar
quais seriam consideradas resistentes aos eventos de
aguecimento ambiental futuro.

A partir de estudos realizados no Nucleo de
Pesquisa em Plantas Ornamentais, foi estabelecido
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um protocolo para cultivo in vitro de A.
strobilacea (Santos et al. 2010). Essa técnica
permite o desenvolvimento de estudos
fisiologicos  estabelecendo  controle  de
parametros como luminosidade, quantidade de
nutrientes e temperatura, tornando também
possivel criar condicdes de menor disponibilidade
hidrica com adicdo de polietilenoglicol (PEG
6000). A. strobilacea € uma espécie de bromélia
tolerante ao aumento de temperatura associado
ao déficit hidrico mantendo pigmentos
fotossintetizantes e dgua (Menezes et al. 2014).
Contudo o conhecimento do limite térmico pode
contribuir para identificar a condicdo que
determina a sobrevivéncia dessa espécie. O
estresse causado pelo calor traz distirbio na
fotossintese devido a alterac6es no estado fisico-
quimico das biomembranas e na conformacdo
das moléculas de proteina (Larcher 2004). O
objetivo deste trabalho foi investigar a condigéo
de déficit hidrico induzido que reduza a
sobrevivéncia de plantas de Acanthostachys
strobilacea (Schult. f.) Klotzsch, & Otto cultivadas
in vitro com PEG 6000 e mantidas a 35° C.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das plantas a partir da germinacéo in
vitro.

Para a obtencdo das plantas, foram utilizadas
sementes de A.strobilacea proveniente da
Reserva Biol6gica e Estacdo Experimental de
Mogi-Guagu, estas foram submetidas a um
protocolo de desinfestacdo (Santos et al 2010) e
depositadas em frascos contendo 40 ml de meio
nutritivo de Murashige & Skoog (1962) cuja
concentracdo dos macronutrientes  foram
reduzidas a 1/5 da formulagdo original (MS\5),
adicionado de 2% de sacarose, 100 mg L-1 de
myo-inositol, 0,1 mg L-1 de tiamina. O pH foi
ajustado para 5,8. O meio foi geleificado com
agar (6 g L-Y) e submetido a esterilizacdo em
autoclave por 15 minutos a 121° C. Os frascos (5
por tratamento) contendo cinco sementes cada
foram mantidos em camara (tipo BOD) com a
temperatura ajustada para 25° C % 2° C,
fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 40 pmol
m-2 s-1, até que as plantas atingissem em torno
de 2 cm de altura, conforme descrito em
Figueiredo (2003).

Cultivo in vitro em diferentes potenciais hidricos
em alta temperatura.

Plantas provenientes da germinacdo de
sementes (descrita anteriormente) com 2 cm de
altura, foram transferidas para novo meio de

cultura liquido (sem &gar) (MS/5) ao qual foram
adicionadas diferentes quantidades de PEG 6000,
compondo os seguintes tratamentos: T1= 5% de PEG
(-0,44 Mpa), T2= 10% de PEG (-0,61 Mpa), T3= 15%
de PEG (-1,03 Mpa), T4=20% de PEG (-1,58 Mpa).
Foram estabelecidos outros dois tratamentos: T5 (-
0,09 Mpa) somente agua e T6 (-0,36) onde 0 meio
era composto por MS/5 sem PEG. Para cada frasco
foram adicionados 20 ml de meio de cultura. Em
todos os tratamentos o pH foi ajustado para 5,8 e
todos foram esterilizados em autoclave por 15 min a
121 °C. Foram utilizadas 30 repeticGes (frascos) por
tratamento contendo cinco plantas em cada, 0s
frascos foram mantidos em camaras do tipo BOD
com a temperatura ajustada para 35 °C + 2° C
constante e fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de
40 umol m-2 s-t, Foram realizadas coletas quinzenais
de 25 plantas por tratamento apds 0s seguintes
periodos de cultivo: 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias ap6s
0 inicio do cultivo ao longo dos 90 dias de
experimento.

Parametros avaliados e Analise estatistica

As plantas provenientes destes tratamentos
foram avaliadas quanto a porcentagem de
sobrevivéncia, nimero e comprimento das folhas e
raizes, comprimento caulinar, massa fresca e seca
das partes aérea e radicular.

A extragdo dos pigmentos fotossintéticos
(clorofilas a, b e carotenoides), foi realizada de
acordo com protocolo de Munné-Bosch & Lalueza
(2006). As  amostras  foram lidas em
espectrofotbmetro em 662, 645, 470 nm (clorofilas a
e b, carotenoides, respectivamente). Os célculos do
contetdo de pigmentos foram realizados de acordo
com as equacdes descritas em Lichtenthaler &
Buschmann (2001). Os valores foram expressos em
mg de pigmento por grama de massa seca.

As médias dos dados biométricos e dos resultados
da avaliacdo dos pigmentos das plantas foram
submetidas a anélise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas mantidas em 35° C em diferentes
quantidades de PEG ao longo de 90 dias
apresentaram 100% de sobrevivéncia por até 30 dias
em todos os tratamentos (Tabela 1). A néo
sobrevivéncia dessa espécie nas condi¢des de cultivo
a 35° C comecou a ocorrer apés 45 dias. Aos 90 dias
de cultivo, apenas as plantas mantidas no
tratamento T3  sobreviveram, as mesmas
apresentaram 100 % de sobrevivéncia neste periodo.

Foi possivel observar que as plantas de A.
strobilacea mantidas durante 30 dias, em todos os



tratamentos que foram submetidos, né&o
apresentaram sinais que comprometeram a sua
sobrevivéncia (Figura 1), no entanto as plantas
dos tratamentos T3 e T4 apresentaram reducao
do comprimento foliar conforme descrito nos
trabalhos de Bohnert (1995). Observou-se que
essas plantas apresentaram crescimento caulinar
reduzido quando comparadas aos outros
tratamentos, 0 que pode estar relacionado a
mecanismos adaptativos em casos de déficit
hidrico (Pimentel 2004).

O teor hidrico diminuiu nas plantas dos
tratamentos T2 e T4 (Tabela 2). Esses valores
podem estar associados as respostas de
tolerancia dessa espécie na condicdo imposta. As
plantas do tratamento T2 apresentaram maior
guantidade de clorofila a nos primeiros 15 dias
(Tabela 3), quando comparadas as plantas dos
tratamentos T3 e T4. Neste mesmo periodo as
plantas dos tratamentos T2 e T4 apresentaram
maior quantidade de carotenoides quando
comparadas as plantas do tratamento T3 o que
pode indicar que as plantas provenientes desses
tratamentos estavam em condicdo de estresse
hidrico. Aos 90 dias de cultivos somente as
plantas mantidas no tratamento T3 sobreviveram
mantendo  baixos niveis de pigmentos
fotossintetizantes.

CONCLUSOES

Conclui-se que Acanthostachys strobilacea €
tolerante a todos os tratamentos submetidos até
um periodo préximo de 30 dias, onde apresentou
100% de sobrevivéncia indicando a resiliéncia
dessa bromélia a alta temperatura constante
durante os periodos de claro e escuro,
conjuntamente ao déficit hidrico imposto.
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Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de A.strobilacea (Schultz f.) Klotzsch & Otto mantidas in vitro a
35°C durante o periodo de 90 dias, em diferentes concentra¢des de PEG-6000. T1 (5% de PEG),T2 (10%de PEG),
T3 (15% de PEG),T4 (20% de PEG), T5 (H,O) e T6 MS/5.

Periodo(dics)| T1 ™ T3 T4 s ®
15 1006 10006 10006 1006 1006  100%
<) 1006 1006 10006 1006 1006  100%
a5 1006 8% 100% 5% B 100%
50) % 6% A% % % %
) % % % % % %
o) % %  100% @ O% % %

Tabela 2. Teor hidrico de plantas de A.strobilacea cultivadas in vitro em diferentes concentracGes de PEG 6000.
Médias acompanhadas por letras distintas minudsculas indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey em
nivel de significancia de 5%. T1 (5% de PEG), T2 (10%de PEG), T3 (15% de PEG),T4 (20% de PEG), T5 (H, O) e T6
MS/5.

Periodo (dias)
Tratamento

15 30 45 90
T1 90,6¢ 86,5c  92b *
T2 86,5e 86,b 91,1c *
T3 90,1d 85d  88,8d 80,3
T4 82,05f 819 874e *
T5 92,6b 93,7a 922a *
T6 92,7a 86,5c  87,3f *

Nota: * indica que ndo houve sobrevivéncia das plantas

Tabela 3: Resultados de clorofila para plantas mantidas in vitro em meio MS/5, em diferentes concentragdes de
Polietileglicol. T2 (10%de PEG), T3 (15% de PEG),T4 (20% de PEG). Os resultados estdo expressos em pg/g massa

seca
Periodo [tratamento T2 T3 T4
clorofilaa 3,33a 1,79b 0,71c
15 dias [clorofilab 2,01a 05¢c 1,32b
crotenoide 0,23b 0,64a 0,23b
clorofilaa 1,07 a 091b 0,63¢
30 dias |clorofilab 0,41b 02¢c 0,44 a
crotenoide 0,45 0,49 0,32
clorofilaa * 0,22 *
90 dias |clorofilab * 0,10 *
crotenoide * 0,14 *

Nota: (*) indica que ndo houve sobrevivéncia das plantas

Figura 1: plantas ap6s 30 dias de cultivo. T1 (5% de PEG), T2 (10%de PEG), T3 (15% de PEG),T4 (20% de PEG), T5 (H, O)
e T6 MS/5.



