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RESUMO 

 

A estrelícia (Strelitzia reginae) é uma planta ornamental muito utilizada como flor de corte e 

em jardins. No entanto, a propagação convencional da espécie é limitada pela dormência 

química e física das sementes e pelo pequeno número de brotos formados a partir da divisão 

de rizomas, assim, a propagação in vitro é uma alternativa para a reprodução dessa espécie. 

Entretanto, mudas produzidas in vitro podem apresentar limitações durante a aclimatização, 

havendo necessidade de desenvolver uma metodologia para otimizar essa etapa. Além disso, o 

comércio de flores é marcado por tendências, sendo necessário o desenvolvimento de técnicas 

para a conservação do germoplasma. Dentre as técnicas que podem ser utilizadas, a 

criopreservação se destaca por permitir a conservação em longo prazo, no entanto, 

conhecimento sobre os efeitos na estabilidade genética e aspectos anatômicos das plantas são 

importantes. Dessa forma, objetivou-se avaliar como o GA3 e a temperatura afetam a 

germinação de embriões zigóticos e o desenvolvimento in vitro das plântulas, bem como, o 

efeito de BAP e TDZ na multiplicação, a utilização de telas fotoconversoras durante a 

aclimatização e o efeito da criopreservação no desenvolvimento, anatomia e estabilidade 

genética das plantas de estrelícia. Maior germinação (72%) e comprimento da parte aérea 

(3,14 cm) foram observados com a utilização de 20 µM de GA3. Nessa concentração houve 

aumento da atividade da redutase do nitrato, sem alteração da estabilidade genética. A 

temperatura influenciou no crescimento das plantas, o qual foi maior em 25ºC e também na 

atividade da SOD e APX, que foram mais elevadas com 30ºC. Os resultados demonstraram 

que 20 µM de BAP proporcionou maior formação de brotações, porém, estes apresentaram 

redução do comprimento, além de incremento da oxidação do meio de cultura, enquanto que o 

TDZ não induziu a formação de brotações, nem mesmo redução do comprimento e oxidação 

do meio de cultura. Durante a aclimatização, a maior taxa de sobrevivência ocorreu para as 

plantas mantidas na ausência de telas fotoconversoras e para a criopreservação, a desidratação 

em sílica-gel por 30 minutos foi eficiente para o melhor desenvolvimento das plântulas, não 

ocorrendo alterações anatômicas e mudanças na estabilidade genética. Dessa forma, 

recomenda-se para o cultivo in vitro o acréscimo de 20 µM de GA3 ao meio de cultura e a 

manutenção na temperatura de 25°C para melhor germinação dos embriões zigóticos e 

desenvolvimento das plântulas, a utilização de 20 µM de BAP para a multiplicação, a 



 

 

 

 

 

 

ausência de telas fotoconversoras para aclimatização, bem como, a desidratação dos embriões 

zigóticos por 30 minutos em sílica-gel para a criopreservação.  

 

 

 

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Giberelina. Citocinina. Aclimatização. Criopreservação. 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Streltzia (Strelitzia reginae) is an ornamental plant used as a cut flower and in landscaping. 

However, specie propagation is limited by the chemical and physical dormancy of the seeds 

and by the number of shoots formed, thus, in vitro propagation is an alternative for the 

reproduction of this species. However, in vitro produced seedlings may present limitations 

during acclimatization, it is necessary to develop a methodology to optimize these step. In 

addition, the flower trade is marked by trends, requiring the development of techniques for the 

conservation of germplasm. Among the techniques that can be used, cryopreservation can be 

used for the long-term conservation of the species, being necessary to know about the effects 

on the genetic stability and anatomical aspects of the plants. The objective was to evaluate 

how GA3 and temperature affect the in vitro development of zygotic embryos, as well as the 

effect of BAP and TDZ on multiplication, the use of coloured shade nets during 

acclimatization and the effect of cryopreservation in the development, anatomy and genetic 

stability of streliztia. Greater germination (72%) and shoot length (3.14 cm) were observed 

with the use of 20 μM of GA3. In this concentration there was an increase in nitrate reductase 

activity, without altering the genetic stability. The temperature influenced plant growth, which 

was higher at 25ºC and also in the SOD and APX activity, which were higher at 30ºC. The 

results showed that 20 μM BAP provided a higher shoot formation, however, these showed a 

reduction in length, as well as increased oxidation of the medium since TDZ did not induce 

shoots. During acclimatization, the highest survival rate occurred for plants maintained 

without coloured shade nets and during cryopreservation, silica gel dehydration for 30 

minutes was efficient for better seedling development, with no anatomical changes and 

changes in genetic stability. So, it is recommended for the cultivation of zygotic embryos, the 

addition of 20 μM of GA3 and maintenance at the temperature of 25°C, and for the 

multiplication 20 μM of BAP is efficient and acclimatization must be performed in the 

absence of coloured shade nets and for cryopreservation, dehydration should be performed for 

30 minutes on silica gel. 

 

Keywords: Strelitzia reginae. Gibberellin. Cytokinin. Acclimatization. Cryopreservation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

  Dentre as espécies ornamentais, Strelitzia reginae Banks ex Aiton, conhecida 

popularmente como estrelícia, se destaca pelo elevado potencial econômico, sendo altamente 

utilizada como flor de corte e em jardins, devido às características exóticas de suas flores que 

emergem das brácteas e comprimento da haste. Porém, a exploração comercial da espécie se 

torna limitada pela baixa taxa de propagação por métodos convencionais, devido pequeno 

número de mudas formadas a partir da divisão de rizomas e dormência química e física das 

sementes (PAIVA et al., 2004; PATEL et al., 2017). Assim, a propagação in vitro pode ser 

uma alternativa, sendo que o cultivo de embriões zigóticos é uma forma viável, 

principalmente por permitir a superação da dormência física das sementes apresentada por 

essa espécie (PAIVA et al., 2004; PECH Y AKÉ et al., 2007). Contudo, o processo de 

germinação de embriões zigóticos é uma etapa crítica, e a composição do meio de cultura com 

reguladores de crescimento vegetal, bem como, o controle da temperatura, podem ser 

importantes para o melhor estabelecimento e desenvolvimento das plântulas (CARVALHO; 

NAKAGAWA, 2012).  

  Após obter sucesso no estabelecimento in vitro, as técnicas de multiplicação podem 

ser utilizadas possibilitando produção de mudas na ausência de patógenos e com as 

características desejadas (KELLER et al., 2013). No entanto, ainda não há um protocolo 

eficiente para propagação in vitro de estrelícia, consequência da ocorrência de oxidação 

(NORTH et al., 2012) e baixa taxa de multiplicação, sendo registrada a formação de apenas 

1,0 broto por explante quando cultivados meristemas, embriões zigóticos imaturos, segmentos 

foliares e gemas axilares (NORTH et al., 2011; PAIVA et al., 2004; ZIV; HALEVY, 1983), 

havendo a necessidade de otimizar o processo.  

 Além disso, durante o cultivo in vitro, as condições controladas do meio de cultura, 

temperatura, luminosidade e umidade relativa que as plantas são submetidas podem causar 

alterações morfológicas, anatômicas e fisiológicas, limitando a adaptabilidade dessas plantas 

durante o processo de transferência para o ambiente ex vitro (XIAO; NIU; KOZAI, 2011). 

Dentre essas condições ambientais citadas, a baixa densidade de fluxo de fótons pode 
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influenciar devido comprometimento do desenvolvimento da maquinaria fotossintética. Por 

isso, o controle da intensidade da radiação na etapa de aclimatização pode contribuir para 

aumentar a taxa de sobrevivência, evitando que danos fotoxidativos sejam causados, devido 

maior intensidade da luminosidade (OSÓRIO; OSÓRIO; ROMANO, 2010).  

 Contudo, mesmo obtendo sucesso para um protocolo de cultivo in vitro da espécie, um 

protocolo para a conservação em longo prazo do material pode ser necessário, uma vez que, o 

mercado de flores e plantas ornamentais é marcado por tendências, havendo necessidade de 

conservar a diversidade de espécies e cultivares. Todavia, quando a conservação é realiza por 

produtores e melhoristas se torna despendiosa e acarreta em riscos por ocorrência de estresses 

bióticos e abióticos. Uma forma alternativa seria a conservação in vitro, no entanto, também 

pode ocorrer perda do material devido contaminação, erro humano e variação somaclonal. 

Assim, a criopreservação surge como uma alternativa viável (PANIS; LAMBARDI, 2006; 

SEKIZAWA et al., 2011).  

  A criopreservação se destaca por permitir o armazenamento em longo prazo do 

material, sendo a criopreservação de embriões zigóticos importante para espécies que 

apresentam dificuldades de germinação (PRITCHARD; BEEBY; DAVIES, 1998; 

PRUDENTE et al., 2016), como o caso da estrelícia. Entretanto, atualmente, não existem 

relatos na literatura para criopreservação dessa espécie. Assim, objetivou-se desenvolver um 

protocolo para o cultivo in vitro de estrelícia, bem como, realizar a criopreservação de 

embriões zigóticos dessa espécie.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Floricultura   

 

  A floricultura se caracteriza pela produção de flores e plantas ornamentais, 

apresentando crescimento acelerado em todo o mundo. Atualmente, esse segmento agrícola 

tem potencial para ser o mais rentável dentro da horticultura (DESAI; INGHALIHALLI; 

KRISHNAMURTHY et al., 2015). No Brasil, o número de produtores, áreas cultivadas e o 

valor bruto da produção, são indicadores importantes do crescimento desse setor 

(JUNQUEIRA; PEETZ, 2014). Dessa forma, em escala mundial, o Brasil tem se destacado e 

está entre os 15 maiores países produtores, apresentando potencial para avançar no ranking, 

especialmente em relação à produção de espécies tropicais (IBRAFLOR, 2017; QUEIROZ; 

SILVA; MARTINS, 2016).  

A produção de plantas tropicais vem se destacando dentro do segmento hortícola 

brasileiro, uma vez que, as flores exóticas, com diversidade de cores e formas, resistência ao 

transporte, durabilidade pós-colheita e boa aceitação no mercado externo são elementos 

favoráveis para a comercialização (DIAS, 2016).  

Dentre as regiões produtoras de plantas tropicais, podemos citar os estados de Alagoas 

e Pernambuco, o que contribui para a geração de renda aos pequenos produtores, promovendo 

o desenvolvimento dessas regiões. Além desses estados, Minas Gerais se destaca na produção 

de plantas tropicais (LANDGRAF; PAIVA, 2009). Dentre as espécies mais cultivadas 

comercialmente estão antúrio, estrelícia, helicônias, alpínia, gengibre-ornamental e bastão-do-

imperador (LIMA; FERRAZ, 2008).  

 

2.1.1 Estrelícia 

 

Dentre as plantas tropicais, as espécies do gênero Strelitzia (S. reginae, S. alba, S. 

jucea, S. caudata) apresentam destaque pela beleza, formato e comprimento da haste. Essas 

plantas são monocotiledôneas pertencentes à ordem Zingiberales e a família Strelitziaceae, 
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sendo que dentre as espécies do gênero, a mais cultivada é Strelitzia reginae Banks ex Aiton, 

conhecida popularmente como ave-do-paraíso ou estrelícia. É uma planta rizomatosa, 

entouceirada com folhas firmes e coriáceas (LORENZI; SOUZA, 2001). É originária da 

África do Sul, mas em 1770 foi introduzida na Europa de onde foi disseminada para todo o 

mundo, devido às características exóticas de suas flores que emergem das brácteas, tornando-

se uma cultura muito comercializada, sendo utilizada tanto em jardins como flor de corte 

(PATEL et al., 2017).  

  Essa espécie se desenvolve em ambientes tropicais e subtropicais e apresenta grande 

potencial para ser produzida mundialmente. A propagação convencional da espécie é 

realizada por sementes ou pela divisão de touceiras (NORTH et al., 2012; PAIVA et al., 

2004). Todavia, as sementes apresentam dormência química causada pela presença de um 

inibidor da germinação e dormência física, consequência da impermeabilidade do tegumento 

e rigidez do endosperma, o que influencia na germinação e desenvolvimento das plantas, as 

quais necessitam de certa de 4 à 7 anos para iniciar a floração (PAIVA; ALMEIDA, 2012; 

VAN DE VENTER, 1978). Por esses motivos, trabalhos com escarificação mecânica, 

lixiviação em água, aumento da concentração de O2, reguladores de crescimento, ácido 

sulfúrico, embebição em água e diferentes temperaturas já foram realizados para otimizar a 

germinação, no entanto, novos trabalhos são necessários (BARBOSA et al., 2005; 

BESEMER, 1976; DIAZ, 1978; ISHIHATA, 1976; VAN DE VENTER, 1978; VAN DE 

VENTER; SMALL, 1975). Adicionalmente, a divisão de touceiras proporciona pequeno 

número de mudas, o que limita a reprodução e produção da espécie (PAIVA; ALMEIDA, 

2012).  

  Além disso, a comercialização é limitada devido à presença de doenças fungícas, as 

quais causam podridão na base do caule, resultando em desprendimento do caule e da raiz, 

ocorrendo também podridão e murchamento das folhagens (AIELLO et al., 2017). Assim, o 

desenvolvimento de um protocolo de propagação in vitro poderia contribuir para a seleção de 

clones melhorados e para proliferação em massa de estrelícia (PAIVA et al., 2004; ZIV; 

HALEVY, 1983).   
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2.2 Cultura de tecidos 

 

A propagação in vitro ou micropropagação tem sido utilizada visando à produção de 

plantas em larga escala com qualidade superior. Com essa técnica, é possível realizar o 

cultivo de células, tecidos, órgãos, embriões zigóticos e plantas inteiras em condições 

ambientais e nutricionais controladas (SMITH, 2013).  

Atualmente, o cultivo de embriões zigóticos tem sido empregado para reduzir o tempo 

de germinação, para produção de mudas com alta qualidade, livre de patógenos e com 

homogeneidade de desenvolvimento, pois a retirada do endocarpo e endosperma pode facilitar 

a nutrição do embrião. Além disso, o cultivo de embriões zigóticos, é importante para 

subsidiar programas de melhoramento genético e conservação de espécies (PÁDUA et al., 

2014). Todavia, a germinação e a formação de plântulas são processos complexos que 

envolvem fatores fisiológicos e condições ambientais (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).  

  Entre os fatores fisiológicos, o balanceamento hormonal apresenta grande importância 

para o desenvolvimento dos embriões zigóticos. Auxinas, giberelinas e citocininas estão entre 

os hormônios e reguladores de crescimento vegetal que influenciam fortemente no 

crescimento e na morfogênese das culturas de embriões zigóticos (RAGHAVAN, 2003; 

ROCHA, MONTE-BELLO, DORNELAS, 2015).  

Dentre as giberelinas, o ácido giberélico (GA3) se destaca por apresentar função na 

quebra de dormência de sementes e embriões (SINGH et al., 2016). Na presença desse 

regulador foi possível perceber, melhor germinação de embriões zigóticos para Cocos 

nucifera e Syagrus coronata, os quais apresentaram aumento de 33% e 30%, respectivamente 

(MEDEIROS et al., 2015; MONTERO-CORTÉS et al., 2011) 

De forma adicional, o GA3 influência no metabolismo das plantas, uma vez que, pode 

estar relacionado com o aumento da atividade de enzimas hidrolíticas e enzimas importantes 

do metabolismo, como redutase do nitrato, o que foi observado para Trigonella foenum-

graecum L e para Artemisia annua L, que apresentaram aumento de 30,8% e 25,9%, 

respectivamente (AHMAD DAR et al., 2015; AFTAB et al., 2010). O aumento da atividade 

da redutase do nitrato pode ser benéfico, visto que, essa enzima é responsável pela redução de 
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nitrato em nitrito, sendo então a primeira reação para a assimilação de nitrogênio na forma de 

nitrato nas plantas. O nitrogênio é um elemento essencial encontrado em muitas 

macromoléculas e componentes do metabolismo secundário, incluindo proteínas, ácidos 

nucleicos, componentes da parede celular, hormônios e vitaminas (KRAPP, 2015).  

No entanto, é importante ter controle das concentrações utilizadas do regulador de 

crescimento, pois o desbalanceamento hormonal pode causar variações na estabilidade 

genética das plantas (SAMARFARD et al., 2014). Essas alterações na estabilidade genética 

podem ser constatadas por meio de análise de citômetria de fluxo, que permite conhecer o 

conteúdo de DNA e estimar o nível de ploidia (DOLEZEL, 1997).   

  Por outro lado, quando avaliada as condições ambientais, a temperatura está entre os 

fatores mais importantes na regulação da germinação, crescimento e desenvolvimento das 

plantas, visto que, influência na absorção de água, reações bioquímicas e em processos 

fisiológicos (AKRAMGHADERI; SOLTANI; SADEGHIPOUR, 2008; CARVALHO; 

NAKAGAWA, 2012).  

  Cada espécie apresenta uma temperatura ótima para a germinação e crescimento, 

assim, variações extremas podem causar danos severos nas plantas, ocasionando mudanças 

morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares (SOUTO et al., 2017). Por esse motivo, 

é importante identificar não só a temperatura ótima, mas também o limite máximo e mínimo 

tolerado para cada espécie, pois esse estudo auxilia no sucesso da germinação e 

estabelecimento das plantas, bem como, na construção de modelos que permitem o progresso 

das culturas (AKRAMGHADERI; SOLTANI; SADEGHIPOUR, 2008).  

 A menor taxa de germinação e desenvolvimento das plantas em temperaturas abaixo 

da ótima, provavelmente ocorre devido redução no metabolismo. Por outro lado, os efeitos 

negativos das temperaturas mais elevadas estão relacionados com as alterações na fluidez da 

membrana. Dessa forma, o estresse térmico pode desacoplar enzimas e vias metabólicas 

ocorrendo aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais são 

responsáveis pelo estresse oxidativo (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2013).  

 Em condições normais o estresse oxidativo é evitado devido à presença de um sistema 

antioxidante constituído de moléculas enzimáticas e não enzimáticas que são responsáveis por 
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fazerem a remoção das EROs, no entanto, em condições estressantes a atividade dessas 

moléculas pode não ser eficiente. Dentre as enzimas responsáveis por aliviarem os efeitos 

nocivos das EROs podemos citar a dismutase do superóxido (SOD), que é a primeira linha de 

defesa responsável por catalisar a dismutação do O2
-
 em H2O2 e O2, e catalase (CAT) e a 

peroxidase do ascorbato (APX) que são responsáveis por fazer a dismutação do H2O2 em H2O 

e O2. A catalase opera sem a presença de um agente redutor, enquanto que a APX requer a 

presença de uma molécula redutora para fazer a remoção do H2O2. Dessa forma, a catalase é 

energeticamente eficiente para a remoção de altas concentrações de H2O2 e a APX por 

apresentar maior afinidade por esse substrato é responsável pela eliminação quando o H2O2 

está presente em pequenas quantidades (GILL; TUJETA, 2010; SILVA et al., 2017).  

  Geralmente, durante condições adversas ocorre maior atividade dessas enzimas a fim 

de eliminar as EROs e impedir que danos sejam causados no sistema, no entanto, para 

algumas espécies o aumento da atividade do sistema antioxidante não é suficiente para aliviar 

o estresse oxidativo, limitando o crescimento e desenvolvimento das plantas (SILVA et al., 

2017), bem como, o estabelecimento in vitro.  

  Após a obtenção das plântulas in vitro por meio do cultivo de embriões zigóticos, é 

possível fazer a propagação desse material utilizando as técnicas de multiplicação in vitro, 

que permite a rápida multiplicação de genótipos geneticamente superiores, com uniformidade 

fisiológica, sendo possível obter elevado número de mudas isentas de doenças e com 

coloração e época de floração uniforme (KELLER et al., 2013), o que é importante para flores 

e plantas ornamentais. Com esse objetivo, meristemas de estrelícia (HOSNI, 2001), gemas 

axilares, segmentos foliares e embriões imaturos foram cultivados em meio MS, encontrando 

os primeiros resultados para a formação de plântulas in vitro, todavia não foram obtidos 

resultados satisfatórios para a multiplicação, pois foi obtido apenas 1,0 broto por explante 

(NORTH et al., 2011; PAIVA et al., 2004; ZIV; HALEVY, 1983), havendo a necessidade de 

otimizar o processo, utilizando para isso diferentes reguladores de crescimento.  

Para a multiplicação, geralmente é realizada a suplementação do meio de cultura com 

reguladores de crescimento, principalmente com substâncias que atuam como citocininas. As 

citocininas são importantes para a superação da dominância apical, proliferação de gemas 
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laterais e multiplicação in vitro, contribuindo para o aumento da produção de biomassa 

(LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2010). 

  Dentre os reguladores de crescimento que atuam como citocinina, um dos mais 

utilizados durante o processo de propagação in vitro é a 6-benzilaminopurina (BAP), sendo 

esta muito eficiente na indução de gemas adventícias em diversas espécies (LEITZKE; 

DAMIANI; SCHUCH, 2010). Para Heliconia bihai (L.) L. com a utilização de 11 µM de 

BAP foi possível perceber aumento de 92,5% na formação de brotos, enquanto que Etlingera 

elatior com 31,08 µM de BAP ocorreu aumento de 78% (ULISSES et al., 2010; YUNUS et 

al., 2012).  

  Adicionalmente, estudos com o thidiazuron (TDZ) também tem sido realizados. O 

TDZ é um derivado sintético da fenilureia (N-fenil-1,2,3-tidiazol-5il-ureia), sendo uma das 

citocininas mais ativas e por isso mais eficiente do que compostos a base de adenina para a 

indução de brotação em algumas espécies. Utilizando esse regulador de crescimento na 

concentração de 2,2 µM ocorreu aumento de 6 brotos por explante em Cotoneaster wilsonii, 

uma espécie ornamental endêmica (SIVANESAN et al., 2011).  

 

2.2.4 Aclimatização 

 

  Durante o cultivo in vitro, as plantas são expostas a um único microambiente que 

apresenta todos os nutrientes e a fonte de energia necessária para o crescimento, condições 

assépticas, baixa taxa de fluxo de fótons e alta umidade relativa. Esse microambiente causa o 

mínimo de estresse nas culturas e permite o crescimento ótimo, no entanto, as plantas 

provenientes do cultivo in vitro podem apresentar alterações morfológicas, anatômicas e 

fisiológicas, as quais limitam a adaptabilidade dessas plantas durante o processo de 

transferência para o ambiente ex vitro (CHANDRA et al., 2010; DIAS et al., 2014; XIAO; 

NIU; KOZAI, 2011). Dentre essas alterações estão à baixa deposição de cera epicuticular, 

anormalidades estomáticas, raízes não funcionais, que são consequência da falta de conexão 

vascular entre a raiz e a parte aérea, o que restringe a translocação de água e sais minerais e 

maquinaria fotossintética pouco desenvolvida (HAZARIKA, 2003). 
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 Por esses motivos, a aclimatização gradual pode ser eficiente para melhorar o 

ajustamento às condições ex vitro (XIAO; NIU; KOZAI, et al., 2011). Muitas vezes, o 

controle da qualidade e da intensidade da radiação no ambiente ex vitro pode ser uma 

alternativa, visto que, uma das alterações é o pouco desenvolvimento da maquinaria 

fotossintética, o que pode ser responsável pela ocorrência de danos foto-oxidativos quando as 

plantas são expostas a maior intensidade de fluxo de fótons, prejudicando a sobrevivência das 

plantas (OSÓRIO; OSÓRIO; ROMANO, 2010). Além disso, a qualidade da radiação também 

pode influenciar, pois, podem proporcionar mudanças fisiológicas e morfológicas nos 

vegetais (NOMURA et al., 2009; OREN-SHAMIR et al., 2001), que permitem melhor 

adaptabilidade durante essa transição. 

  Dessa forma, telas fotoconversoras podem ser utilizadas, pois além de mudanças 

ópticas de dispersão e reflectância, são eficientes para modificar o espectro da radiação, o que 

pode otimizar a aclimatização das espécies, como ocorrido para banana (SILVA et al., 2014). 

As telas fotoconversoras azul apresentam pico principal de transmitância na região do verde-

azul (400-540 nm), reduzindo os comprimentos de ondas vermelho e vermelho-distante, 

enquanto que a tela fotoconversora vermelha possui transmitância para comprimentos de 

ondas superiores a 590 nm, aumentando o vermelho e vermelho-distante e reduzindo azul, 

verde e amarelo (BRAGA et al.,2009; OREN-SHAMIR et al., 2001) . 

 

  A radiação vermelha (600-700 nm) e azul (420-450 nm) apresentam importantes 

funções para as respostas fisiológicas e morfológicas nas plantas (BRAGA et al., 2009). Esses 

espectros de radiação são eficientemente absorvidos por clorofilas a (430-665 nm) e clorofilas 

b (453-642 nm) e são extremamente importantes para a fotossíntese, pois, a densidade do 

fluxo de fótons que é usado para esse processo está entre 400 e 700 nm. Além disso, a 

absorção na região do vermelho e vermelho distante está relacionada com o alongamento da 

parte área das plantas, fototropismo e gravitropismos, enquanto que a luz azul é importante 

para a síntese de clorofila, abertura estomática, fototropismo e fotomorfogênese (OUZOUNIS 

et al., 2015).  
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2.2.3 Criopreservação 

 

Após o estabelecimento de um protocolo de cultivo in vitro é possível fazer a 

conservação do material, no entanto, para manutenção das espécies in vitro existe o risco de 

perda devido contaminação, erros humanos e variação somaclonal (PANIS; LAMBARDI, 

2006). Assim, a criopreservação surge como uma alternativa para a conservação em longo 

prazo de diversas espécies (KULUS; ZALEWSKA, 2014).  

  Essa técnica consiste no armazenamento do material vegetal em temperaturas ultra-

baixas, utilizando para isso nitrogênio liquido (-196ºC) ou vapor (-150ºC). Nessas 

temperaturas, as células se mantêm intactas, mas a atividade metabólica e a divisão celular 

são reduzidas permitindo o armazenamento por um longo período, contribuindo para a 

preservação da diversidade genética, principalmente de espécies raras e valiosas, bem como 

de importância comercial (PANIS; LAMBARDI, 2006; KULUS; ZALEWSKA, 2014). No 

entanto, para estrelícia, uma espécie muito utilizada na floricultura, ainda não foi relatado na 

literatura um protocolo para criopreservação. 

 Geralmente, para o desenvolvimento de um protocolo de criopreservação são 

utilizados tecidos que apresentem alta taxa de divisão celular e baixo conteúdo de água, 

(PANIS; LAMBARDI, 2006), uma vez que, o alto teor de água pode ocasionar a formação de 

cristais de gelo durante o resfriamento e aquecimento do explante, causando danos 

irreversíveis às membranas (PINTO et al., 2016). No entanto, além da escolha do material 

vegetal ideal, alguns procedimentos podem ser realizados para evitar que ocorra a formação 

desses cristais de gelo, como resfriamento e aquecimento rápido, bem como a desidratação do 

material. Dessa forma, o resfriamento é feito por meio da imersão em nitrogênio líquido, e 

para o aquecimento, geralmente, é utilizado banho-maria à 40°C por um curto período de 

tempo (REED, 2008; WEN; WANG, 2010; FERRARI et al. 2016). Já para a desidratação, são 

utilizadas diversas técnicas, que são dependentes do material a ser desidratado.  

  Para sementes ortodoxas, intermediárias, embriões zigóticos e pólen pode-se utilizar a 

desidratação em sílica-gel. Sendo que o período de exposição à sílica-gel deve ser suficiente 
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para garantir uma desidratação eficiente, sem causar efeitos citotóxicos que comprometam a 

viabilidade do explante, uma vez que, a intensa desidratação pode aumentar a concentração de 

sal intracelular podendo causar danos na membrana (KAVIANI, 2010; PINTO et al., 2016). 

  Dessa forma, a desidratação, resfriamento e aquecimento dos explantes durante a 

criopreservação induzem a estresses no material vegetal, o qual é suscetível a induzir 

modificações genéticas, anatômicas e fisiológicas em culturas criopreservadas e plantas 

regeneradas (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS; LAMBARDI, 2006). Dentre as 

alterações anatômicas observadas em plantas regeneradas após a criopreservação pode-se citar 

menor espessamento da lâmina foliar e dos tecidos internos como parênquima paliçádico e 

parênquima lacunoso. Muitas vezes, ocorrendo colapso das células do mesofilo (GANEVA et 

al., 2009), o que pode prejudicar a sobrevivência dessas plantas.  

 Além disso, as modificações genéticas podem causar consequentemente alterações 

fenotípicas indesejadas, sendo fundamental verificar a estabilidade genética do material após 

o processo de criopreservação (HARDING, 2004; KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS; 

LAMBARDI, 2006). Atualmente, existem diferentes técnicas citológicas disponíveis para 

avaliar a instabilidade cromossômica das plantas criopreservadas, podendo avaliar poliploidia, 

aneuplodia e outras anormalidade mitóticas (HARDING, 2004). Uma das técnicas utilizadas é 

a citômetria de fluxo que consiste em analisar partículas de forma individual e em alta 

velocidade, podendo mensurar o conteúdo de DNA e o nível de ploidia do vegetal. A 

quantidade de DNA é calculada pela relação entre o pico G1 da amostra/ posição do pico G1 

de uma amostra padrão x o conteúdo de DNA da amostra padrão e é expressa em picogramas 

(pg), sendo que 1 pg corresponde a 978 Mpb. Já o nível de ploidia é uma estimativa obtida 

pela comparação do pico G1 da amostra com o pico G1 da amostra padrão (DOLEZEL et al., 

1997; DOLEZEL; DOLEZELOVA; NOVAK, 1994).  
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ARTIGO 1: APLICAÇÃO EXÓGENA DE GA3 E TEMPERATURA NO 

DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIÕES ZIGÓTICOS DE ESTRELÍCIA 
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RESUMO 

 

Considerando que a propagação de estrelícia é limitada pela dormência das sementes e pelo 

pequeno número de brotos formados, e sendo essa uma espécie tropical, pode ser necessário 

que condições diferenciadas de reguladores de crescimento e de temperatura sejam utilizadas 

para a manutenção in vitro. Dessa forma, objetivou-se avaliar como o GA3 e a temperatura 

afetam o desenvolvimento in vitro de embriões zigóticos de estrelícia. Embriões zigóticos 

foram excisados e inoculados em meio MS com diferentes concentrações de GA3 (0, 5, 10 e 

20 µM) e mantidos em diferentes temperaturas (25°C, 30/25°C e 30°C). Após 60 dias foi 

avaliada a germinação dos embriões (%), comprimento da parte aérea e da raíz (cm) e o efeito 

da temperatura na atividade da SOD, CAT e APX, além da atividade da redutase do nitrato e a 

estabilidade genética das plântulas na melhor concentração de GA3 em comparação com o 

tratamento controle. Maior germinação dos embriões (72%) e comprimento da parte aérea das 

plântulas obtidas (3,14 cm) foram observados com a utilização de 20 µM de GA3. Nessa 

concentração houve aumento da atividade da redutase do nitrato, sem alteração da 

estabilidade genética. A temperatura influenciou apenas no comprimento da parte aérea e da 

raiz, sendo maiores em 25ºC. Na temperatura de 30°C ocorreu aumento da atividade da SOD 

e da APX quando comparado com 25ºC. Assim, recomenda-se para o cultivo de embriões 

zigóticos, a adição de 20 µM de GA3 ao meio de cultivo e manutenção na temperatura de 

25ºC. 

 

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Cultivo in vitro. Antioxidante. Giberelina. Redutase do 

nitrato. 
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ABSTRACT 

 

Considering that the propagation of strelitzia is limited by the dormancy of the seeds and by 

the small number of shoots formed in vitro, and being a tropical species, it may be necessary 

that differentiated conditions of growth regulators and temperature to be used for the 

maintenance in vitro. So, the objective was to evaluate how GA3 and temperature affected the 

in vitro development of strelitzia. Zygote embryos were excised and inoculated in MS 

medium with different concentrations of GA3 (0, 5, 10 and 20 μM) and maintained at different 

temperatures (25°C, 30/25°C and 30°C). After 60 days, embryo germination (%), shoot 

length, root length (cm) and temperature effect on SOD, CAT and APX activity, have been 

evaluated, as well as nitrate reductase activity and the genetic stability of the seedlings in the 

best GA3 concentration compared to the control treatment. Greater germination of the 

seedlings (72%) and shoot length (3.14 cm) were observed with the use of 20 μM of GA3. In 

this concentration there was an increase in nitrate reductase activity, without altering the 

genetic stability. The temperature influenced only the length of shoot and the root, being 

bigger in 25ºC. At 30°C, SOD and APX activity increased when compared to 25ºC. 

Therefore, it is recommended to cultivate zygotic embryos, the addition of 20 μM GA3 to the 

culture medium and maintenance at 25°C for development. 

 

Keywords: Strelitzia reginae. In vitro culture. Antioxidant. Gibberellin. Nitrate reductase. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O cultivo de embriões zigóticos é uma das técnicas mais viáveis da cultura de tecidos 

para espécies que apresentam problemas de propagação, principalmente devido à dormência 

apresentada por algumas sementes, como estrelícia (Strelitzia reginae Banks ex Aiton). 

Todavia, o processo de regeneração desses explantes é uma etapa crítica (PAIVA et al., 2004; 

PECH Y AKÉ et al., 2007). Para algumas espécies, a suplementação do meio de cultura com 

ácido giberélico (GA3), pode ser importante, pois este atua regulando a germinação de 

sementes e de embriões zigóticos, como pode ser visto para Cocos nucifera e Syagrus 

coronata, os quais apresentaram aumento de 33% e 30%, respectivamente, na germinação 

quando foram utilizadas concentrações de GA3 de aproximadamente 3 µM até 15 µM 

(MEDEIROS et al., 2015; MONTERO-CORTÉS et al., 2011). Além disso, esse regulador de 

crescimento pode ser importante para o crescimento e alongamento celular, expansão das 

folhas e processos fotossintéticos, bem como, para a atividade de enzimas importantes do 

metabolismo, como a redutase do nitrato (GUPTA; CHAKRABARTY, 2013). O aumento da 

atividade da redutase do nitrato pode ser benéfico, visto que, essa enzima é responsável pela 

assimilação de nitrogênio, um elemento essencial encontrado em muitas macromoléculas e 

componentes do metabolismo secundário, incluindo proteínas, ácidos nucleicos, componentes 

da parede celular, hormônios e vitaminas (KRAPP, 2015). Todavia, para que esses benefícios 

ocorram é importante balancear as concentrações dos reguladores de crescimento, visto que, o 

excesso desses compostos pode alterar a estabilidade genética das plantas (SAMARFARD et 

al., 2014).  

 Além dos fatores fisiológicos, a germinação dos embriões zigóticos e a regeneração 

das plântulas podem também ser afetadas pelas condições ambientais, sendo a temperatura um 

fator limitante por influenciar na absorção de água e na regulação de reações bioquímicas e 

enzimáticas (BEWLEY et al., 2014; ZUCARELI; HENRIQUE; ONO, 2015). Em estudos 

realizados com Myrciaria spp e Rehmannia glutinosa, o melhor desenvolvimento foi 

observado quando essas espécies foram mantidas em salas de crescimento com temperaturas 

de 5ºC e 26/18ºC, respectivamente, as quais são diferentes da comumente utilizada nas salas 
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de crescimento (25ºC) (CUI et al., 2000; PICOLOTTO et al., 2007). No entanto, as 

temperaturas ótimas para germinação e desenvolvimento das plântulas são variáveis entre as 

espécies, e quando estão fora da faixa ótima podem causar estresse oxidativo e 

consequentemente aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), sendo 

necessário avaliar a atividade de enzimas do sistema antioxidante das plantas em condições de 

diferentes temperaturas (MARUTANI et al.,2012; SOUTO et al., 2017), uma vez que, pode 

ocorrer prejuízos durante o estabelecimento in vitro. 

  Considerando que estrelícia (Strelitzia reginae) é uma espécie ornamental tropical com 

baixa taxa de propagação quando utilizados métodos convencionais como a divisão de 

touceiras e sementes, que devido dormência química e física apresenta taxa de germinação 

baixa e lenta, um protocolo de cultivo de embriões zigóticos pode ser um método eficaz de 

propagação em massa para a espécie (NORTH et al., 2012; PAIVA; ALMEIDA, 2012; ZIV; 

HALEVY, 1983). Assim, a suplementação com ácido giberélico (GA3) pode contribuir para 

aumentar a eficiência da propagação, e por se tratar de uma espécie tropical o uso de 

temperaturas acima de 25°C também podem ser importantes para o sucesso do protocolo.   

  Dessa forma, objetivou-se avaliar como o uso de GA3 influencia na germinação de 

embriões zigóticos, crescimento das plântulas, atividade da redutase do nitrato e estabilidade 

genética, bem como, o efeito de diferentes temperaturas da sala de crescimento na germinação 

de embriões zigóticos, crescimento das plântulas e atividade de algumas enzimas do sistema 

antioxidante.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal  

 

  Sementes maduras de estrelícia com coloração acinzentada foram coletadas de frutos 

deiscentes, a 21º 45‘ de latitude Sul e a 45º 00‘ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e 

levadas para o laboratório onde foi realizado o beneficiamento, retirando-se o arilo. 

Posteriormente, seguindo protocolo adaptado de Paiva et al. (2004), realizou-se a assepsia das 

sementes em câmara de fluxo laminar por meio da imersão por 30 segundos em álcool 70% e 

em seguida em hipoclorito de sódio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas três vezes em água 

destilada e autoclavada. Após a assepsia, os embriões zigóticos foram excisados com auxílio 

de bisturi. 

 

2.2 Efeito do GA3 na germinação de embriões zigóticos e desenvolvimento de plântulas 

de estrelícia 

 

Após o processo de assepsia os embriões zigóticos foram inoculados em meio de MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g. L
-1

 de sacarose, solidificado com 

2,5 g L
-1

 de Phytagel
®
 acrescido de 0,4 g L

-1
 de polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al., 

2004) e diferentes concentrações de GA3 (0, 5, 10 e 20 µM). O pH do meio foi ajustado para 

5,8 e autoclavado a 121ºC por 20 minutos. Para cada tratamento foram utilizados 32 

embriões, os quais, após a inoculação, foram acondicionados no escuro a 25 ± 2ºC por 7 dias 

e em seguida foram transferidos para sala de crescimento sob condições controladas 

(fotoperíodo de 16 horas, temperatura de 25 ± 2ºC e irradiância de fótons de 36 μmol m
-2 

s
-1

) 

(ULISSES et al., 2010). Aos 7 dias após a inoculação avaliou-se a porcentagem de 

germinação dos embriões zigóticos (%), ou seja, aqueles embriões que apresentavam 

protrusão da radícula. Posteriormente, aos 60 dias realizou-se novamente a avaliação da 

porcentagem de germinação (%), comprimentos da raiz e de parte aérea (cm).  
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2.2.1 Atividade da redutase do nitrato 

 

  Para avaliação do efeito do GA3 sobre a atividade da redutase do nitrato foram 

utilizadas plântulas de estrelícia com 60 dias, regeneradas a partir de embriões zigóticos 

cultivados em meio MS suplementado com 20 µM de GA3, a qual foi a melhor concentração 

encontrada para a germinação de embriões zigóticos e desenvolvimento das plântulas, e seu 

controle (0 µM de GA3). Para as análises foi utilizado o protocolo descrito por Berger e 

Harrison (1995), sendo utilizada a parte aérea e a raiz das plântulas, em 9 repetições por 

tratamento, em esquema fatorial 2X2 (concentração de GA3 X material vegetal).  

 

2.2.2 Estabilidade genética  

 

Para avaliação do efeito do GA3 na estabilidade genética, plântulas regeneradas de 

embriões zigóticos inoculados em meio MS suplementado com 20 µM de GA3 e seu controle 

(0 µM de GA3) aos 60 dias após a inoculação foram avaliadas considerando o conteúdo de 

DNA e a ploidia por meio de análises de citômetria de fluxo. Para isso, suspensões nucleares 

de 50 mg de folhas foram preparadas e os núcleos foram liberados das células cortando 

amostras desse material com lâminas de bisturi em 1 ml de tampão de extração de núcleos 

LB01 (DPOOLEŽEL, BINAROVÁ, LCRETTI, 1989). A suspensão do núcleo foi 

inicialmente filtrada em malhas de 50 µm para remover os fragmentos, corada com 25 µL/mL 

de iodeto de propídeo e então as amostras foram analisadas por 4 minutos, sendo que pelo 

menos 6.000 núcleos foram analisados quanto à emissão de fluorescência para a quantificação 

de DNA. O padrão de referência utilizado foi folha de ervilha (Pisum sativum – 9,09 pg). Para 

as análises foram realizadas 15 repetições por tratamento.  

 Os histogramas foram obtidos utilizando o citômetro FacsCalibur
®
 (Becton Dickinson) 

e analisados com o programa Cell Quest (DICKINSON, 1998). As quantidades de DNA (pg) 

das plântulas foram obtidas por meio da equação: quantidade de DNA (pg) = (posição do pico 

G1 da amostra/posição do pico G1 da ervilha) x 9,09. 
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2.3 Efeito da temperatura na regeneração de embriões zigóticos e desenvolvimento de 

plântulas  

 

 Após o processo de assepsia das sementes de estrelícia, os embriões zigóticos foram 

excisados e inoculados em meio constituído de sais MS + 30 g. L
-1

 de sacarose + 2,5 g L
-1

 de 

Phytagel
® 

+
 
0,4 g L

-1
 de PVP (PAIVA et al., 2004), suplementado com 20 µM de GA3, a qual 

foi a melhor concentração encontrada para a germinação dos embriões zigóticos e para o 

desenvolvimento das plântulas. O pH foi do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e 

autoclavado a 121ºC por 20 minutos. Após inoculação, os embriões foram acondicionados em 

sala de crescimento e BODs com diferentes temperaturas (25ºC, 30/25Cº (dia/noite) e 30ºC), 

sendo utilizados 20 embriões por tratamento, os quais permaneceram no escuro por 7 dias 

(ULISSES et al., 2010) e posteriormente em fotoperíodo de 16 horas. Aos 7 dias após a 

inoculação avaliou-se a porcentagem de germinação dos embriões zigóticos (%) e aos 60 dias 

realizou-se novamente a avaliação da porcentagem de germinação (%), comprimentos da raiz 

e parte aérea (cm).  

 

2.3.1 Influência da temperatura no metabolismo antioxidante  

 

 Para avaliação do efeito da temperatura sobre o metabolismo antioxidante foram 

utilizadas plântulas dos tratamentos descritos no item anterior, sendo quantificada a atividade 

da dismutase do superóxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT). A 

obtenção do extrato enzimático foi obtida pela metodologia descrita por Biemelt et al. (1998). 

As atividades da SOD, APX e CAT foram determinadas pelos protocolos descritos por 

Giannopolitis e Ries (1977), Nakano e Asada (1981) e Havir e McHale (1987), 

respectivamente, sendo que um mesmo extrato enzimático havia parte aérea e sistema 

radicular. 
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2.4 Delineamento experimental e análises estatísticas 

 

 O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). Os dados 

obtidos foram submetidos à análise de variância e quando significativos (P<0,05) pelo teste 

―F‖ as médias dos tratamentos qualitativos foram comparadas pelo teste de Skott-Knott 

(P>0,05), enquanto que as médias obtidas em tratamentos quantitativos foram submetidas à 

análise de regressão e a escolha da equação foi baseada no maior coeficiente de determinação 

(R
2
). As análises foram realizadas pelo programa computacional Sistema para Análise de 

Variância – SISVAR (FERREIRA, 2014). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Efeito do GA3 na germinação de embriões zigóticos e desenvolvimento de plântulas 

de estrelícia 

 

 Aos 7 dias após a inoculação dos embriões zigóticos foi possível observar o início da 

germinação, com a protrusão da radícula em todos os tratamentos utilizados, no entanto, não 

foram observadas diferenças na porcentagem média de germinação entre os tratamentos nesse 

período. Após 60 dias, quando utilizada a concentração de 20 µM de GA3, observou-se 72% 

de germinação, enquanto que na ausência desse regulador de crescimento, ocorreu 41% de 

germinação, verificando que o aumento da concentração de GA3 promoveu um incremento de 

31%. Resultados semelhantes foram encontrados para Cocos nucifera (L.) em que o uso de 

GA3 aumentou em 50% a germinação de embriões zigóticos (MONTERO-CORTÉS et al., 

2011).  

 

 

 

Figura 1: Porcentagem de germinação de embriões zigóticos (A) e comprimento da parte aérea de 

plântulas de estrelícia (B) em função de diferentes concentrações de GA3 após 60 dias de 

cultivo. Os dados são expressos como média ± erros padrão (barras).  

 

  Além disso, o aumento da concentração de GA3 promoveu o melhor desenvolvimento 

da parte área, com comprimento médio de 3,14 cm com a concentração máxima calculada de 

16,62 µM de GA3, enquanto que na ausência desse regulador o comprimento da parte aérea 
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foi de apenas 1,12 cm (FIGURA 1B). Esse resultado provavelmente está associado à 

capacidade desse regulador de crescimento em aumentar a expressão dos genes que estão 

relacionados com a biossíntese da giberelina endógenas e de citocininas na parte aérea, o que 

causa aumento no tamanho das células e na divisão celular (LIU et al., 2018).  

  Já para o crescimento do sistema radicular, o GA3 não foi importante para estrelícia, 

contrariando alguns estudos que indicam que aplicação exógena desse regulador de 

crescimento pode causar melhor desenvolvimento do sistema radicular, devido aumento da 

expressão de genes relacionados com a síntese e transporte de auxina (LIU et al., 2018). 

Dessa forma, para estrelícia não ocorreu diferença no comprimento do sistema radicular entre 

os tratamentos utilizados, apresentando média de 1,18 cm.  

  

3.1.1 Efeito do GA3 na atividade da redutase do nitrato 

 

  O uso de GA3 promoveu aumento da atividade da redutase do nitrato (FIGURA 2), 

enzima essencial para a assimilação do nitrogênio (AHMAD DAR et al., 2015). Dessa forma, 

esse aumento pode ter contribuído para o melhor desenvolvimento das plântulas, visto que, 

essa enzima é responsável pela redução de nitrato em nitrito, sendo então a primeira reação 

para a assimilação de nitrogênio nas plantas, o qual está presente em muitas macromoléculas 

essenciais (KRAPP, 2015).  
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Figura 2: Atividade da enzima redutase do nitrato em plântulas de estrelícia em função da presença de 

GA3 (A) e atividade da enzima na parte aérea e no sistema radicular de plântulas de estrelícia 

(B). Os dados são expressos como média ± erros padrão (barras). Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).  

 

  Observou-se maior atividade dessa enzima em plântulas provenientes de embriões 

regenerados com 20 µM de GA3 (682,27 µM NO2
-
 min

-1
 mg

-1
 proteína) quando comparado 

com plântulas na ausência desse regulador (465,54 µM NO2
-
 min

-1
 mg

-1
 proteína) (FIGURA 

2A). Esse aumento de 32% na atividade da redutase do nitrato pode ser explicado pelo fato da 

aplicação exógena de GA3 estar relacionado com a redução da concentração de ácido 

abscísico (ABA) livre (HAMAYUN et al., 2010), pois sabe-se que o ABA diminui e 

expressão dos genes dessa enzima, causando menor atividade (LU et al., 1992). Assim, na 

presença de GA3 pode-se inferir que, possivelmente, ocorre maior expressão dos genes da 

redutase do nitrato.  

  Quanto ao material vegetal, independentemente da concentração de GA3 verificou-se 

maior atividade da redutase do nitrato nas raízes (719,95 µM NO2
-
 min

-1
 mg

-1
 proteína), sendo 

essa atividade 41% maior do que na parte aérea (427,86 µM NO2
-
 min

-1
 mg

-1
 proteína) 

(FIGURA 2B). Esse fato pode ser explicado pelo fato de que espécies que tem alta atividade 

da redutase do nitrato nas folhas utilizam poder redutor originado durante a etapa fotoquímica 

da fotossíntese e em plantas cultivadas in vitro tem-se baixa taxa fotossintética (OSÓRIO; 

OSÓRIO; ROMANO, 2010; ROBREDO et al., 2011). Assim, o nitrogênio precisa ter maior 

assimilação no sistema radicular utilizando poder redutor proveniente da respiração e via das 
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pentoses (BOWSHER; HUCKLESBY; EMES, 1989; ESPOSITO et al., 2005). Dessa forma, 

a translocação de nitrato para redução na folha ocorre apenas quando tem saturação das 

enzimas no sistema radicular, no entanto, o local predominante da redução é independente das 

taxas de crescimento, não interferindo no local de alocação de biomassa (SCHEURWATER 

et al., 2002), o que justifica o maior crescimento ter ocorrido apenas na parte aérea quando 

analisado o efeito das diferentes concentrações de GA3. 

 

3.1.2 Efeito do GA3 na estabilidade genética das plântulas 

 

 Apesar da utilização de reguladores de crescimento ser benéfica ao crescimento e 

desenvolvimento das plantas, alterações negativas na estabilidade genética podem ser 

causadas (SAMARFARD et al., 2014). Dessa forma, podem ser utilizadas análises de 

citômetria de fluxo que permitem a quantificação do conteúdo de DNA, bem como fazer uma 

estimativa do nível de ploidia, visto que, o tamanho do genoma é altamente correlacionado 

com o número de cromossomos. Para isso, podem ser feitas análises da fluorescência emitida 

por fluorocromo, como o iodeto de propídeo, o qual se liga ao DNA e ao RNA. Assim, 

quando tem aumento do conteúdo de DNA ocorre aumento da intensidade da fluorescência 

(DOLEŽEL; GREILHUBER; SUDA, 2004).  

  A utilização de GA3 na concentração de 20 µM para otimizar a germinação de 

embriões zigóticos, bem como, o desenvolvimento das plântulas de estrelícia não apresentou 

efeito sobre a estabilidade genética das plântulas, visto que não houve diferenças na ploidia 

(FIGURA 3). Além disso, não apresentaram diferenças no conteúdo de DNA, que foi de 1,65 

pg e 1,67 pg para plantas cultivadas na ausência e na presença de GA3, respectivamente, 

sendo que o coeficiente de variação para esses resultados foram de 2,95 e 2,42. Esses 

resultados estão de acordo com os dados encontrados quando o GA3 foi utilizado para 

alongamento da parte aérea de Solanum melongena que também não apresentou diferenças no 

conteúdo de DNA (XING et al., 2010), mantendo assim a estabilidade genética das plantas 

que são cultivadas in vitro com GA3. 
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Figura 3:Histogramas da intensidade relativa do iodeto de propídeo usando núcleos de folhas de 

plântulas de estrelícia cultivadas em meio MS na ausência de GA3 (A) e plântulas cultivadas 

em meio MS suplementado com 20 µM de GA3 (B).   

 

3.2 Influência da temperatura na regeneração de embriões zigóticos, desenvolvimento de 

plântulas e metabolismo antioxidante 

 

 Além do tratamento com o GA3, o efeito da temperatura também foi avaliado na 

regeneração e desenvolvimento das plântulas. Não houve efeito da temperatura sobre a 

germinação dos embriões zigóticos de estrelícia, tanto aos 7 como aos 60 dias, após a 

inoculação, ocorrendo 67% de embriões germinados. No entanto, após 60 dias, o 

comprimento da parte aérea foi maior na temperatura constante de 25ºC (2,83 cm) e na 

alternada de 30/25ºC (2,72 cm) (FIGURA 4A). Para o comprimento da raiz os maiores 

valores (2,6 cm) foram encontrados apenas sob condições de temperatura constante de 25ºC, 

enquanto que os tratamentos com temperaturas alternadas de 30/25°C e 30ºC apresentaram 

comprimento de 1,53 cm e 1,17 cm, o que corresponde a uma redução de 41% e 55%, 

respectivamente, em relação ao uso de 25°C (FIGURA 4B).  
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Figura 4: Influência das temperaturas constantes de 25ºC e 30°C e alternada de 30ºC/25ºC sobre o 

comprimento da parte aérea (A) e comprimento da raiz (B) após 60 dias. Os dados são 

expressos como média ± erros padrão (barras). Médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). 

 

 Em muitos casos, essa redução do crescimento com o aumento da temperatura está 

relacionada com alterações de processos metabólicos, uma vez que, ocorre desnaturação de 

proteínas, inativação enzimática e aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), levando a perda de vigor e desenvolvimento anormal das plantas 

(HEMANTARANJAN et al., 2014). No entanto, a presença de um sistema antioxidante pode 

minimizar o efeito deletério das EROs (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2012).  

  No cultivo de estrelícia, com o aumento da temperatura ocorreu também aumento da 

atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante. Assim, plântulas de estrelícia que se 

desenvolveram na temperatura de 30°C apresentaram atividade da SOD e da APX mais 

elevadas quando comparadas com a temperatura de 25ºC e com a temperatura alternada de 

30/25 ºC (FIGURA 5).  

  A atividade da SOD foi de 0,91 U SOD µg
-1

 proteína na temperatura de 30ºC o que 

corresponde a 40% e 32% a mais na atividade dessa enzima quando comparado com a 

temperatura de 25ºC (0,55 U SOD µg
-1

 proteína) e 30/25ºC (0,62 U SOD µg
-1

 proteína), 

respectivamente (FIGURA 5A). Esse aumento na atividade da SOD evita a formação de 

radical hidroxila via reação de Haber-Weiss. No entanto, por ser a primeira linha de defesa, 

acarreta na formação de H2O2 que também causa problemas de oxidação no sistema, assim, 

apenas o aumento da atividade dessa enzima não é suficiente para a eficiência do sistema 
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antioxidante. Dessa forma, a presença de enzimas, como a APX e CAT, que levam a 

dismutação do H2O2 em H2O e O2 é de extrema importância para aliviar os efeitos do estresse 

oxidativo (GILL; TUJETA, 2010; SILVA et al., 2017). 

 A atividade da APX na temperatura mais elevada (30ºC) foi de 10,28 µmol de 

ascorbato (AsA) min
-1

 µg
-1

 proteína enquanto que em 25ºC foi 7,73 µmol AsA min
-1

 µg
-1

 

proteína e em 30º/25ºC foi 6,68 µmol AsA min
-1

 µg
-1 

proteína, o que corresponde a um 

aumento de 25% e 35% na atividade quando comparada a temperatura de 30ºC com a de 25ºC 

ou 30º/25ºC, respectivamente (FIGURA 5B). Já a atividade da CAT apresentou atividade 

média de 0,30 µmol H2O2 min
-1

 mg
-1 

proteína, não diferindo entre as temperaturas avaliadas. 

Isso pode ser explicado pelo fato da CAT operar sem a presença de um agente redutor se 

tornando energeticamente eficiente para a remoção apenas de altas concentrações de H2O2 e a 

APX ser responsável pela eliminação quando o H2O2 está presente em pequenas quantidades, 

devido maior afinidade por esse substrato (GILL; TUJETA, 2010; SILVA et al., 2017). No 

entanto, a CAT apresenta alta taxa de conversão, sendo possível fazer a dismutação de 6 

milhões de moléculas de H2O2 para H2O e O2 por minuto, e por isso, sua atividade é 

indispensável para o aliviar o estresse oxidativo de muitas espécies (GILL; TUJETA, 2010). 

Assim, apenas o aumento da atividade enzimática da SOD e da APX pode não ter sido 

suficiente para aliviar o estresse causado pelas altas temperaturas, comprometendo o 

desenvolvimento de estrelícia.  

  Além disso, para muitas espécies, em condições extremas o aumento da atividade do 

sistema antioxidante não é suficiente para aliviar o estresse oxidativo, devido a produção 

muito elevada das EROs, impedindo que essas sejam eliminadas (SILVA et al., 2017), 

limitando o crescimento, desenvolvimento e estabelecimento in vitro das plantas. Dessa 

forma, a temperatura de 25ºC, comumente utilizada em salas de crescimento, permite melhor 

desenvolvimento das plântulas de estrelícia.  
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Figura 5: Atividade das enzimas SOD (A) e APX (B) em plântulas de estrelícia submetidas às 

diferentes condições de temperaturas  (25ºC, 30ºC/25ºC e 30ºC).  Os dados são expressos 

como média ± erros padrão (barras). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si 

pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).  

 

 

4 CONCLUSÕES 

 

 O uso de 20 µM de GA3 acrescido ao meio de cultura proporciona melhor germinação 

de embriões zigóticos, maior crescimento das plântulas e atividade da redutase do nitrato, não 

causando alterações na estabilidade genética das plântulas. A temperatura recomendada para o 

crescimento das plântulas de estrelícia é de 25ºC, sendo que em 30°C ocorre maior atividade 

das enzimas SOD e APX. Assim, para o estabelecimento in vitro de estrelícia deve-se utilizar 

a concentração de 20 µM de GA3, com temperatura de 25ºC na sala de crescimento.  
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ARTIGO 2: OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE MULTIPLICAÇÃO in vitro E 

ACLIMATIZAÇÃO DE ESTRELÍCIA 
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RESUMO 

 

A micropropagação pode ser uma alternativa viável para a reprodução de estrelícia, devido às 

dificuldades de propagação que a espécie apresenta. No entanto, mudas produzidas in vitro 

podem apresentar limitações durante a multiplicação e aclimatização, havendo necessidade de 

desenvolver uma metodologia para otimizar essas etapas. Dessa forma, objetivou-se otimizar 

o processo de multiplicação com acréscimo de citocinina ao meio de cutlura e a aclimatização 

de plantas de estrelícia utilizando telas fotoconversoras. Brotações com 2,0 cm obtidas da 

germinação de embriões in vitro foram excisadas e inoculadas em meio MS suplementado 

com 0, 5, 10 e 20 µM de BAP ou 0, 5, 10 e 15 µM de TDZ. Para a aclimatização, as plântulas 

com 60 dias provenientes da germinação de embriões in vitro, foram transferidas para 

recipientes plásticos com substrato comercial Tropstrato
®
 e mantidas em sala de crescimento 

na ausência de telas fotoconversoras e com telas vermelha e azul. Os resultados demonstraram 

que 20 µM de BAP proporcionou maior formação de brotações (1,46), porém, apresentou 

redução do comprimento da parte (2,71), além de incremento da oxidação do meio de cultura 

(2,53). Já o uso de TDZ não estimulou a formação de novas brotações. Durante a 

aclimatização, a maior taxa de sobrevivência (66,7%) ocorreu para as plantas mantidas sem as 

telas fotoconversoras. Assim, pode-se concluir que o uso de 20 µM de BAP é indicado para a 

multiplicação de estrelícia, não sendo indicado o uso de telas fotoconversoras durante a etapa 

de aclimatização.  

 

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Multiplicação. Citocininas. Telas fotoconversoras.  
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ABSTRACT 

 

Micropropagation can be a viable alternative for the reproduction of strelitzia, due to the 

difficulties of propagation that the species presents. However, in vitro produced seedlings 

may present limitations during multiplication and acclimatization, and it is necessary to 

develop a methodology to optimize these steps. In this way, the objective was to optimize the 

multiplication and acclimatization process of strelitzia. Shoots with 2.0 cm obtained from in 

vitro embryo germination were excised and inoculated in MS medium supplemented with 0, 

5, 10 and 20 μM BAP or 0, 5, 10 and 15 μM TDZ. For acclimatization, the plants after 

germination of in vitro embryos were transferred to plastic containers with Tropstrato
® 

commercial substrate and kept in a growth room in the absence of coloured shade nets and 

with red and blue nets. The results showed that 20 μM of BAP provided a higher shoot 

formation (1.46), but showed a reduction in shoot length (2.71), as well as increased oxidation 

of the culture medium (2,53). However, the use of TDZ did not stimulate the formation of 

new shoots. During acclimatization, the highest survival rate (66.7%) occurred for plants 

maintained without coloured shade nets. So, it can be concluded that the use of 20 μM of BAP 

is indicated for the multiplication of streliztia, not being indicated the use of coloured shade 

nets during the acclimatization stage. 

 

Keywords: Strelitzia reginae. Multiplication. Cytokinins. Coloured shade nets. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

  A micropropagação permite a rápida multiplicação in vitro de genótipos 

geneticamente superiores e isentos de doenças, sendo uma alternativa viável para plantas que 

apresentam dificuldade na propagação convencional, como o caso de estrelícia (Strelitzia 

reginae Banks ex Aiton), uma planta ornamental tropical que apresenta dormência química e 

física das sementes e pequeno número de brotos formados a partir da divisão de rizomas 

(KELLER et al., 2013; PAIVA et al., 2004).  

  Para a multiplicação in vitro, geralmente é realizada a suplementação do meio de 

cultura com reguladores de crescimento, principalmente com substâncias que atuam como 

citocininas. Dentre esses reguladores de crescimento, um dos mais utilizados durante o 

processo de propagação in vitro é a 6-benzilaminopurina (BAP) (LEITZKE; DAMIANI; 

SCHUCH, 2010). Essa citocinina é muito eficiente na indução de gemas adventícias em 

diversas espécies, como já foi constatado para Heliconia bihai (L.) L. e Etlingera elatior, as 

quais apresentam aumento de 92,5% e 78% na indução de brotações quando utilizadas as 

concentrações de 11 µM e 31,08 µM de BAP, respectivamente (ULISSES et al., 2010; 

YUNUS et al., 2012). No entanto, para estrelícia, tem-se a média de 1,0 broto por explante 

obtido da germinação de embriões zigóticos na presença de 40 µM de BAP (PAIVA et al., 

2004), havendo, assim, a necessidade de novos estudos para a propagação e produção de 

mudas in vitro.  

  Adicionalmente, estudos com o thidiazuron (TDZ) também tem sido realizados, sendo 

que com a utilização desse regulador de crescimento na concentração de 2,2 µM ocorreu 

aumento de 6 brotos por explante em Cotoneaster wilsonii, uma espécie ornamental endêmica 

(SIVANESAN et al., 2011).   

 Essas plantas provenientes da micropropagação podem apresentar limitações de 

adaptabilidade durante o processo de transferência para o ambiente ex vitro, uma vez que, 

durante o cultivo in vitro, devido às condições controladas do meio de cultura, condições 

assépticas, baixas taxas de fluxo de fótons e alta umidade relativa podem ocorrer alterações 

morfológicas, anatômicas e fisiológicas nas plantas (DIAS et al., 2014; XIAO; NIU; KOZAI, 
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2011). Assim, o controle da intensidade e da qualidade da radiação na etapa de aclimatização 

pode ser uma alternativa viável para aumentar a sobrevivência das plantas durante essa etapa, 

visto que, o aumento da densidade de fluxo de fótons no ambiente ex vitro pode ocasionar 

danos foto-oxidativos no aparato fotossintético (OSÓRIO; OSÓRIO; ROMANO, 2010).  

  Dessa forma, telas fotoconversoras podem ser utilizadas, pois além de mudanças 

ópticas de dispersão e reflectância, são eficientes para modificar o espectro da radiação, o que 

pode otimizar a aclimatização das espécies, como ocorrido para banana (SILVA et al., 2014).  

Sabe-se que a radiação vermelha (600-700 nm) e azul (420-450 nm) apresentam importantes 

funções para as respostas fisiológicas e morfológicas nas plantas, sendo importantes para o 

processo fotossintético, alongamento da parte aérea, fototropismos, gravitropismos, síntese de 

clorofila, abertura estomática e fotomorfogênese (BRAGA et al., 2009; OUZOUNIS et al., 

2015). Dessa forma, a utilização de telas fotoconversoras azul e vermelha, as quais 

apresentam pico principal de transmitância na região do verde-azul (400-540 nm) e vermelho 

e vermelho-distante (superiores a 590 nm), respectivamente, pode contribuir para o melhor 

desenvolvimento das plântulas durante a aclimatização (BRAGA et al., 2009; OREN-

SHAMIR et al., 2001).  

 Assim, objetivou-se desenvolver uma metodologia para a multiplicação in vitro 

utilizando BAP e TDZ e um protocolo utilizando telas fotoconversoras durante a 

aclimatização de plantas de estrelícia regeneradas a partir do cultivo de embriões zigóticos.  

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal  

 

  Sementes maduras de estrelícia com coloração acinzentada foram coletadas de frutos 

deiscentes, a 21º 45‘ de latitude Sul e a 45º 00‘ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e 

levadas para o laboratório onde foi realizado o beneficiamento, retirando-se o arilo. 

Posteriormente, seguindo protocolo adaptado de Paiva et al. (2004), realizou-se a assepsia das 
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sementes em câmara de fluxo laminar por meio da imersão por 30 segundos em álcool 70% e 

em seguida em hipoclorito de sódio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas três vezes em água 

destilada e autoclavada. Após a assepsia, os embriões zigóticos foram excisados com auxílio 

de bisturi e inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 

g. L
-1

 de sacarose, solidificado com 2,5 g L
-1

 de Phytagel
® 

acrescido de 0,4 g L
-1

 de 

polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al., 2004) e 20 µM de ácido giberélico (GA3). O pH do 

meio foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 121ºC por 20 minutos. Após a inoculação, os 

embriões foram acondicionados no escuro por 7 dias (ULISSES et al., 2010) e, em seguida, 

transferidos para sala de crescimento sob condições controladas (fotoperíodo de 16 horas, 

temperatura de 25 ± 2ºC e irradiância de fótons de 36 μmol m
-2

s
-1

) onde foram mantidos por 

60 dias.  

 

2.2 Efeito do BAP e TDZ na multiplicação de plantas de estrelícia 

 

Brotos da região terminal da parte aérea com aproximadamente 2 cm, oriundos das 

plântulas já estabelecidas in vitro, foram transferidos para meio MS acrescido de 30 g. L
-1

 de 

sacarose + 2,5 g L
-1

 de Phytagel
® 

+ 0,4 g L
-1

 de PVP (PAIVA et al., 2004) suplementado com 

0, 5, 10 e 20 µM de BAP ou 0, 5, 10 e 15 µM de TDZ com pH ajustado para 5,8 e 

autoclavado a 121ºC por 20 minutos.  

Após a inoculação, os explantes foram mantidos no escuro por 7 dias (ULISSES et al., 

2010) e posteriormente foram transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo de 16 

horas e temperatura de 25 ± 2ºC. Aos 60 dias após a inoculação avaliaram-se: número de 

brotações, comprimento da parte aérea (cm) e oxidação dos explantes. Essa oxidação foi 

classificada com notas 0, 1, 2 e 3, sendo que a nota 3 foi atribuída quando o meio de cultura 

apresentou total oxidação, enquanto que os meios de cultura que não apresentaram receberam 

nota 0 (FIGURA 1). 
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Figura 1: Escala de oxidação de estrelícia quando submetida a diferentes concentrações de BAP e 

TDZ. Nota 3 atribuída a maior oxidação e nota 0 ausência de oxidação.  Barra: 1 cm  

 

2.3 Efeito de telas fotoconversoras na aclimatização de plantas de estrelícia 

 

 Plântulas de estrelícia já desenvolvidas com raiz, provenientes da germinação de 

embriões zigóticos desenvolvidos em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 

suplementado com 30 g. L
-1

 de sacarose, solidificado com 2,5 g L
-1

 de Phytagel
® 

acrescido de 

0,4 g L
-1

 de polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al., 2004) e 20 µM de ácido giberélico 

(GA3), após 60 dias de inoculação, foram transferidas para recipientes plásticos de 200 mL 

contendo substrato comercial Tropstrato
®
 e mantidas em sala de crescimento com fotoperíodo 

de 16 horas, temperatura de 25 ± 2°C, com irradiância de fótons de 76 µmol m
-2

s
-1

. Para 

avaliação do efeito das telas fotoconversoras utilizaram-se telas com 50% de sombreamento 

vermelha e azul. Adicionalmente, algumas plantas foram cultivadas na ausência das telas, 

sendo utilizadas como controle. O período de aclimatização compreendeu 45 dias, nos 

primeiros 30 dias as plantas permaneceram cobertas com sacos plásticos transparentes e nos 

últimos 15 dias ficaram sem a presença desse material. Após 45 dias foi avaliada a 

porcentagem de sobrevivência (%). 

 

2.4 Delineamento experimental e análises estatísticas 
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 15 

repetições por tratamento sendo 1 plântula por tubo na multiplicação e 1 planta por recipiente 

plástico durante a aclimatização. Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram 

submetidos à análise de variância e quando significativos (P<0,05) pelo teste ―F‖ as médias 

dos tratamentos qualitativos foram comparadas pelo teste de Skott-Knott (P>0,05), enquanto 

que as médias obtidas em tratamentos quantitativos foram submetidas à análise de regressão e 

a escolha da equação foi baseada no maior coeficiente de determinação (R
2
). As análises 

foram realizadas pelo programa computacional Sistema para Análise de Variância – SISVAR 

(FERREIRA, 2014). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Efeito do BAP e TDZ na multiplicação de plantas de estrelícia 

 

  Para a multiplicação in vitro de estrelícia, foram utilizadas diferentes concentrações de 

BAP e TDZ, no entanto, o uso de TDZ não estimulou a formação de brotos. Com essa 

ausência de resposta pode-se inferir que as concentrações utilizadas não foram suficientes 

para aumentar a atividade de citocininas endógenas e para inibir a oxidase/desidrogenase da 

citocinina, ou ainda, foram muito elevadas o que causou desbalanceamento hormonal, 

podendo ter aumentado a concentração de outros fitormônios, como etileno, o que prejudica o 

desenvolvimento in vitro (HUTCHINSON et al., 2014; KLEMS et al., 2011; NISLER et al., 

2016). 

  Já com a utilização de BAP os resultados demonstraram que após 60 dias de cultivo 

foi possível obter até 4 brotos por explante, sendo a média máxima de 1,46 (FIGURA 2).  
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Figura 2: Brotações de estrelícia obtidas após 60 dias de inoculação dos explantes em meio MS 

suplementado com 20 µM de BAP. 

 

   O meio MS suplementado com 20 µM de BAP induziu a formação de 1,46 brotos por 

explante, sendo esse valor 46% maior quando comparado com o tratamento controle, o qual 

não apresentou nova formação de brotos. Assim, pode-se observar tendência de aumento nos 

números de brotações quando utilizou BAP no meio de cultura (FIGURA 3A). Respostas 

positivas ao uso de BAP podem estar relacionadas com o rápido transporte através da 

membrana plasmática e a rápida habilidade da célula de metabolizar esse fitoregulador 

quando comparado com outras citocininas (MALIK et al., 2005). Resultados satisfatórios 

também foram encontrados em outras espécies ornamentais, sendo que o uso de 11 µM de 

BAP promoveu a formação de 1,64 brotos em Heliconia bihai (L.) (ULISSES et al., 2010) e  

22,2 µM de BAP induziu a formação de 3,67 brotos em Etlingera elatior (ABDELMAGEED 

et al., 2011).  

  Contudo, o comprimento das brotações foi maior apenas até a concentração estimada 

de 6,65 µM (4,35 cm), ocorrendo menor crescimento acima dessa concentração. Dessa forma, 

o uso de 20 µM de BAP produziu brotações com comprimento médio de 2,71 cm, reduzindo 

assim de 37,7% e 34,9% (4,16 cm) quando comparado com o ponto de máxima estimado e 

com a média das brotações no tratamento controle, respectivamente (FIGURA 3B). Esses 

resultados eram esperados, pois concentrações mais elevadas de BAP podem causar 

encurtamento das brotações (VASCONCELOS et al., 2012), e também ocorreu quando 17,8 

µM de BAP foi utilizado para a indução de brotações em embriões zigóticos de estrelícia, 
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sendo que nesse trabalho as brotações apresentaram aproximadamente 0,6 cm, enquanto que 

na ausência de BAP o comprimento médio foi de 1,22 cm (PAIVA et al., 2004).  

 A suplementação com BAP também causou maior oxidação do meio de cultura, sendo 

que com 20 µM de BAP ocorreu oxidação de 2,53 de acordo com a escala utilizada. Esse 

valor representa aumento de 31% quando comparado com o tratamento controle (1,93), 

podendo observar tendência de aumento linear (FIGURA 3C). Esse incremento pode ser 

justificado pela maior exsudação de compostos fenólicos na presença de reguladores de 

crescimento, como foi observado em trabalhos iniciais relacionados com a oxidação de 

estrelícia (NORTH et al., 2012). Assim, com 20 µM de BAP foi possível obter maior indução 

de brotações (média de 1,46 brotos/explante), mas esses apresentaram redução do 

comprimento e aumento da oxidação do meio de cultura. No entanto, essa oxidação não 

influencia no desenvolvimento normal das plantas, como foi relatado em trabalhos realizados 

para controle de oxidação nessa espécie, não ocorrendo amarelamento ou queima das plantas 

nessas condições (PAIVA; PAIVA; PASQUAL, 2007).   
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Figura 3: Número de brotações (A), comprimento das brotações (B) e ocorrência de oxidação (C) de 

plântulas de estrelícia cultivadas in vitro sob diferentes concentrações de BAP (0, 5, 10 e 20 

µM) após 60 dias. Os dados são expressos como média ± erros padrão (barras). 

 

3.2 Efeito de telas fotoconversoras na aclimatização de plantas de estrelícia 

  

 Poucos trabalhos avaliam o efeito da qualidade e da intensidade da radiação durante a 

aclimatização de plantas produzidas in vitro (RODRIGUES et al., 2015), havendo, assim a 

necessidade de realizar um estudo específico para cada espécie.  Para estrelícia, a utilização 

de telas fotoconversoras, para controlar tanto a qualidade quanto a intensidade de radiação, 

devido mudanças ópticas de dispersão e reflectância, não foi favorável, com sobrevivência de 

apenas 26,7% e 13,3% com a utilização de telas fotoconversoras vermelha e azul, enquanto 

que no tratamento controle, sem as telas, foi observado 66,7% de sobrevivência, o que é 2,5 e 
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5 vezes superior a taxa de sobrevivência das plantas submetidas a aclimatização com uso de 

telas (FIGURA 4). 

 

 

Figura 4: Porcentagem de sobrevivência de plantas de estrelícia durante a aclimatização na ausência 

(controle) e presença de telas fotoconversoras vermelha e azul. Os dados são expressos como 

média ± erros padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de 

Scott-Knott (p < 0,05). 

 

 Esses resultados podem estar relacionados com a porcentagem de sombreamento das 

telas utilizadas, a qual pode ter sido elevada para essa cultura estudada. Assim, a baixa 

intensidade da radiação fotossinteticamente ativa pode ter limitado o desenvolvimento, uma 

vez que, o mínimo de radiação é necessário para a síntese dos pigmentos fotossintéticos e 

também para a atividade da cadeia transportadora de elétrons, causando maior perda de 

plantas (LEE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2015). Resultados semelhantes foram 

observados na aclimatização de Etlingera elatior em que melhor porcentagem de 

sobrevivência também ocorreu sem uso de telas fotoconversoras (RODRIGUES et al., 2015). 

Além disso, muitas vezes as plantas não podem se desenvolver apenas com luz vermelha ou 

azul, pois tem sido mostrado que existe um grande sinergismo entre a atividade de receptores 

desses comprimentos de onda (USAMI et al., 2004). Para algumas espécies quando a luz 

vermelha é utilizada de forma isolada ocorre declínio da taxa fotossintética e da fluorescência 

da clorofila (MATSUDA et al., 2004; SAVVIDES; FANOURAKIS; VAN IEPEREN, 2012). 

Além disso, já foi relatado que a condutância estomática, taxa fotossintética, fixação de CO2 e 
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eficiência do fotossistema II foram promovidas pela combinação de luz azul e vermelha 

(HOGEWONING et al., 2010; SAVVIDES; FANOURAKIS; VAN IEPEREN, 2012). 

Mostrando que esses receptores têm interações que são importantes para a regulação 

fisiológica (SU et al., 2017), e consequentemente apenas um comprimento de onda pode 

comprometer o bom crescimento da planta, como observado em estrelícia.  

   

 

4 CONCLUSÕES 

 

 Com os resultados encontrados nesse trabalho provou-se que é possível induzir a 

formação de brotos in vitro em estrelícia utilizando 20 µM de BAP, mesmo apresentando 

menor crescimento e maior oxidação.  

  Para a aclimatização, o uso de telas fotoconversoras tem efeito negativo, ocorrendo 

maior porcentagem de sobrevivência (66,7%) para plantas aclimatizadas sem as telas.  
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ARTIGO 3: ALTERAÇÕES ANATÔMICAS E ESTABILIDADE GENÉTICA EM 

PLANTAS DE ESTRELÍCIA APÓS CRIOPRESERVAÇÃO DE EMBRIÕES 
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RESUMO 

 

A estrelícia é uma planta ornamental com grande importância econômica, contudo, o mercado 

de flores e plantas ornamentais é mercado por tendências que variam ao longo das estações e 

dos anos. Dessa forma, técnicas de conservação, como a criopreservação, podem ser 

utilizadas para a manutenção de espécies e cultivares, no entanto, é importante conhecer o 

efeito das baixas temperaturas utilizadas no resfriamento sobre a estabilidade genética e 

aspectos anatômicos das espécies conservadas. Assim, objetivou-se avaliar a ocorrência de 

alterações anatômicas e a manutenção da estabilidade genética das plantas regeneradas a 

partir de embriões zigóticos de estrelícia criopresevados. Após realizada a desidratação de 

embriões zigóticos por 0, 30 e 60 minutos utilizando sílica-gel, esses foram criopreservados 

em nitrogênio líquido (+NL). Considerando o tempo de desidratação, o desenvolvimento das 

plântulas foi melhor em embriões criopreservados após a desidratação por 30 minutos, não 

ocorrendo diferenças na porcentagem de sobrevivência durante a aclimatização, nem mesmo 

alterações anatômicas nos tecidos fotossintéticos e mudanças na estabilidade genética das 

plantas. Assim, conclui-se que é possível fazer a criopreservação de embriões zigóticos de 

estrelícia, não ocorrendo alterações anatômicas e na estabilidade genética das plantas.  

 

 

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Conservação em longo prazo. Aclimatização. 

Desidratação.  Germoplasma. Sílica-gel. 
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ABSTRACT 

 

Strelitzia is an economic important ornamental plant, however, the market for flowers and 

ornamental plants is market by trends that vary throughout the seasons and years. Thus, 

conservation techniques, such as cryopreservation, are used for the maintenance of species 

and cultivars, however, it is important to know the effect of low temperatures used during the 

freezing on the genetic stability and anatomical aspects of the conserved species. The 

objective of this study was to evaluate the occurrence of anatomical alterations and the 

maintenance of the genetic stability of regenerated plants from cryopreserved zygotic 

embryos of strelitzia. After dehydration of zygotic embryos for 0, 30 and 60 minutes using 

silica gel, these were cryopreserved in liquid nitrogen (+ NL). Considering the dehydration 

time, seedling development was better in cryopreserved embryos after dehydration for 30 

minutes, with no differences in the percentage of survival during acclimatization, or even 

anatomical changes in the photosynthetic tissues and changes in the genetic stability of the 

plants. Therefore, it is concluded that cryopreservation of zygotic embryos of strelitzia is 

possible, without anatomical changes and genetic stability of the plants. 

 

Keywords: Strelitzia reginae. Long-term conservation. Acclimatization. Dehydration. 

Germplasm. Silica gel. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A manutenção de espécies e cultivares em condições ex vitro para produtores e 

melhoristas é despendiosa e acarreta em riscos por ocorrência de estresses bióticos e abióticos 

(SEKIZAWA et al., 2011). Assim, a forma recomendada para conservação é o uso de bancos 

de germoplasma que permite o acesso rápido e eficiente de um grande número de variedades e 

espécies (KULUS; ZALEWSKA, 2014). 

Dentre as ferramentas utilizadas para a conservação, a criopreservação destaca-se por 

permitir o armazenamento em longo prazo e em pequeno espaço, sendo importante para 

espécies ameaçadas de extinção e de interesse comercial (KULUS; ZALEWSKA, 2014; 

PRUDENTE et al., 2016). Essa técnica consiste no armazenamento à temperaturas ultra-

baixas, geralmente utilizando nitrogênio líquido (-196 ºC), ocorrendo, assim, redução de 

processos bioquímicos e físicos, o que permite a conservação do material (PANIS; 

LAMBARDI, 2006; SANTOS; SALOMÃO, 2017). No entanto, o sucesso da criopreservação 

depende do teor de água no interior dos explantes que está diretamento relacionado à 

formação de cristais de gelo durante o resfriamento e reaquecimento (SILVA et al., 2014). 

Dessa forma, a desidratação dos explantes antes do resfriamento torna-se necessária, o que 

pode ser obtido utilizando sílica-gel. Esse tipo de desidratação física é eficiente para 

perminitir o bom desenvolvimento de muitas espécies após o processo de resfriamento, 

principalmente quando deseja realizar o armazenamento de sementes ortodoxas, embriões 

zigóticos e eixos embrionários (KAVIANI, 2010; PINTO et al., 2016).  

 A criopreservação de embriões zigóticos ou eixos embrionários além de proporcionar 

a conservação da variabilidade genética de uma determinada espécie em longo prazo permite 

a conservação de espécies que apresentam dificuldades de germinação devido à dormência ou 

outros problemas impostos pelas estruturas circundantes (PRITCHARD; BEEBY; DAVIES, 

1998). Assim, a criopreservação de embriões zigóticos é uma alternativa para a conservação 

de estrelícia (Strelitzia reginae), uma das plantas ornamentais mais utilizadas em jardins e 

como flor de corte, que apresenta dormência química e física nas sementes (PAIVA; PAIVA; 
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PASQUAL, 2007). Além disso, a criopreservação é importante para preservar as espécies e 

cultivares de interesse comercial, uma vez que, constantemente novas cultivares são 

produzidas e introduzidas no mercado, o que pode comprometer a produção de algumas 

espécies utilizadas na atualidade, e que futuramente podem retornar a ter importância 

econômica (SEKIZAWA et al., 2011), como o caso de estrelícia.   

  No entanto, é importante que durante o processo de armazenamento em baixas 

temperaturas, as quais podem causar crioinjúria, não ocorram alterações na estabilidade 

genética e na anatômia dos tecidos, o que pode prejudicar o potencial de regeneração e 

aclimatização das plantas (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS; LAMBARDI, 2006). 

Entretanto, ainda não existem relatos de técnicas para criopreservação de estrelícia.  

  Dessa forma, objetivou-se avaliar o processo de criopreservação de embriões zigóticos 

de estrelícia, além de, avaliar as alterações anatômicas e a estabilidade genética das plantas 

regeneradas e aclimatizadas a partir de embriões zigóticos criopreservados. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal 

 

  Sementes maduras de estrelícia com coloração acinzentada foram coletadas de frutos 

deiscentes, a 21º 45‘ de latitude Sul e a 45º 00‘ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e 

levadas para o laboratório onde foi realizado o beneficiamento, retirando-se o arilo. 

Posteriormente, seguindo protocolo adaptado de Paiva et al. (2004), realizou-se a assepsia das 

sementes em câmara de fluxo laminar por meio da imersão por 30 segundos em álcool 70% e 

em seguida em hipoclorito de sódio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas três vezes em água 

destilada e autoclavada. Após a assepsia, os embriões zigóticos foram excisados com auxílio 

de bisturi. Esses embriões foram desidratados em sílica-gel em câmara de fluxo laminar.  

 

 



72 
 

 

 

 

 

2.2 Criopreservação dos embriões zigóticos 

 

 A determinação do teor de água inicial foi feita pelo método padrão de estufa a 105 ± 

3°C. Para isso, embriões zigóticos foram excisados e pesados para a obtenção do peso úmido, 

e após 24 horas em estufa foi obtido o peso seco. O conteúdo de umidade foi calculado pela 

fórmula MC% (Conteúdo de umidade) = [ (peso úmido – peso seco) x 100) ]/peso úmido 

(PINTO et al., 2016). Para isso foram utilizadas três repetições com 20 embriões cada.  

Após a determinação do teor de água inicial foi realizada a desidratação dos embriões 

zigóticos pelo método físico, utilizando caixas Gerbox
®
 (11 x 11 x 3 cm), contendo 160 g de 

sílica-gel, por diferentes períodos de tempos: 0 (controle, sem desidratação), 30 e 60 minutos. 

Após a desidratação, foram utilizados 15 embriões zigóticos por tratamento. Para a 

criopreservação, os embriões zigóticos desidratados em cada período (30 e 60 minutos) e o 

controle, sem desidratação, foram transferidos para criotubos (2 mL) e imersos em nitrogênio 

líquido por no mínimo 60 minutos (+NL). Posteriormente, foram submetidos ao 

descongelamento, colocando os criotubos em banho-maria a 40°C durante 3 minutos.  

 Após o descongelamento, os embriões foram inoculados em meio de regeneração, 

constituído de sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,4 M de 

sacarose, 2,5 g L
-1

 de Phytagel
®
 e 0,4 g L

-1
 de polivinilpirrolidona (PVP) com pH ajustado 

para 5,8 antes da autoclavagem, onde permaneceram por 24 horas. Após esse período, os 

embriões foram inoculados em meio constituído de sais MS suplementado com 30 g L
-1

 de 

sacarose, solidificado com 2,5 g L
-1

 de Phytagel
® 

acrescido de 0,4 g L
-1

 de PVP (PAIVA et 

al., 2004) e 20 µM de ácido giberélico (GA3), pH ajustado para 5,8 e autoclavado a 121ºC por 

20 minutos. Para os tratamentos controles, foram utilizados os mesmos períodos de 

desidratação, mas não passaram pelo processo de criopreservação (-NL), sendo inoculados 

diretamente no meio para regeneração.  

 Os embriões foram mantidos por 7 dias no escuro (ULISSES et al., 2010) e então 

transferidos para sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, temperatura de 25 ± 2 °C, 

com irradiância de fótons de 36 µmol m
-2 

s
-1

, por 60 dias. Aos 7 dias após a inoculação foi 

avaliada a porcentagem de germinação e aos 60 dias foi realizado novamente a avaliação da 
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porcentagem de embriões zigóticos germinados (%), comprimento da raiz e da parte aérea 

(cm). 

 

2.3 Aclimatização 

 

 Aos 60 dias após a inoculação, as plântulas regeneradas a partir dos embriões zigóticos 

criopreservados (+LN) e não criopreservados (-LN) foram transferidas para recipientes 

plásticos de 200 mL contendo substrato comercial Tropstrato
®
 e cobertas com sacos plásticos. 

As plântulas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperíodo de 16 horas, 

temperatura de 25 ± 2°C, com irradiância de fótons de 76 µmol m
-2 

s
-1

. 

Os recipientes permaneceram cobertos com envoltório plástico nos primeiros 30 dias 

para a manutenção da umidade e, após 45 dias de aclimatização, foi avaliada a porcentagem 

de sobrevivência (%) dessas plantas.  

 

2.3.1 Avaliações anatômicas 

 

 As amostras para as análises anatômicas foram coletadas após 45 dias de 

aclimatização. Foram coletadas folhas completamente expandidas, as quais foram 

armazenadas em álcool 70% (v:v) até a realização dos cortes anatômicos. 

 Os cortes anatômicos foram realizados nas regiões medianas das folhas, sendo os 

cortes transversais feitos com auxílio de micrótomo de mesa e os paradérmicos, adaxial e 

abaxial, à mão livre, utilizando lâminas de aço. Posteriormente, foram submetidos à 

clarificação com hipoclorito de sódio 2,5%, tríplice lavagem em água destilada e foram 

corados com solução de azul de Alcian a 0,1% e safranina a 0,1% (KRAUS; ARDUIN, 1997). 

Foram montadas lâminas semipermanentes utilizando água glicerinada 50%, e estas foram 

seladas com esmalte incolor. As lâminas foram observadas e fotografadas em microscópio 

Zeiss Scope AX10
®
 acoplado à câmera digital e fotomicrografadas em software Axio Vision 

R.L. 4.8
®

, sendo analisada para os cortes paradérmicos a densidade estomática obtida pelo 

número de estômatos por mm
2
 (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009), enquanto para os cortes 



74 
 

 

 

 

 

transversais foram realizadas observações da estrutura do mesofilo, com 9 repetições por 

tratamento. 

 

2.3.2 Estabilidade genética - análises de citômetria de fluxo  

 

 A estabilidade genética foi avaliada por meio de citômetria de fluxo que permitiu 

avaliar o conteúdo de DNA e a ploidia de plantas aclimatizadas provenientes de embriões 

criopreservados (+NL) comparando com os não criopreservados (-NL). Para isso suspensões 

nucleares de 50 mg de folhas após 45 dias de aclimatização foram preparadas e os núcleos 

foram liberados das células cortando amostras desse material com lâminas de bisturi em 1,0 

mL de tampão de extração de núcleos LB01 (DPOOLEŽEL, BINAROVÁ, LCRETTI, 1989, 

1989). A suspensão do núcleo foi inicialmente filtrada em malhas de 50 µm para remover os 

fragmentos, corada com 25 µL ml
-1

 de iodeto de propídeo e então as amostras foram 

analisadas por 4 minutos, sendo que pelo menos 6.000 núcleos foram analisados quanto à 

emissão de fluorescência para a quantificação de DNA. O padrão de referência utilizado foi 

folha de ervilha (Pisum sativum – 9,09 pg). Para as análises foram utilizadas 3 folhas com 5 

repetições de cada.  

 Os histogramas foram obtidos utilizando o citômetro FacsCalibur
®
 (Becton Dickinson) 

e analisados com o programa Cell Quest (DICKINSON, 1998). As quantidades de DNA (pg) 

das plantas foram obtidas por meio da equação: quantidade de DNA (pg) = (posição do pico 

G1 da amostra/posição do pico G1 da ervilha) x 9,09. 

 

2.4 Delineamento experimental e análise estatística 

 

 O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com os 

tratamentos distribuídos em esquema de fatorial 2x3, referentes ao armazenamento em NL 

[Não criopreservado (-NL) e criopreservados (+NL)] e períodos de desidratação em sílica-gel 

(0, 30 e 60 minutos). Os dados obtidos foram analisados comparando-se as médias pelo teste 

de Scott-knott a 5% de probabilidade pelo software estatístico Sisvar
®
 (FERREIRA, 2014). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Criopreservação de embriões zigóticos de estrelícia 

 

 O teor inicial de água de embriões zigóticos de estrelícia foi de 16,79%. A 

desidratação em sílica-gel por 30 e 60 minutos resultou na redução do teor de água de 

aproximadamente 11,38 % e 11,49 %, respectivamente, comparado ao teor inicial. 

 A germinação dos embriões zigóticos foi avaliada aos 7 e 60 dias após a 

criopreservação. Não houve interação entre a criopreservação e os tempos de desidratação, 

mostrando que os tempos de desidratação não influenciaram na germinação após a 

criopreservação. Observou-se ainda que quando comparadas as médias dos embriões 

submetidos a criopreservação (+NL) com o controle (-NL), houve  diferenças na porcentagem 

de germinação entre embriões criopreservados tanto aos 7 (63,9 %) como aos 60 dias (66,13 

%) quando comparado com os embriões do tratamento controle (79,6 % e 86,4 %) (FIGURA 

1).  

 

 

Figura 1: Germinação (%) de embriões zigóticos de estrelícia criopreservados (+LN) e não 

criopreservados (-LN) aos 7 dias e 60 dias após a inoculação. Os dados são expressos 

como média ± erros padrão (barras).  Letras minúsculas comparam os dados de germinação 

após 7 dias e letras maiúsculas após 60 dias. 
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 O desenvolvimento das plântulas após o processo de germinação dos embriões 

zigóticos foi influenciada pela criopreservação e pelo período de desidratação em sílica-gel, 

ocorrendo interação entre esses fatores. As análises de comprimento da parte aérea e de raiz 

demonstraram que para os embriões que não foram criopreservados (-LN) os períodos de 

desidratação não influênciaram no desenvolvimento da plântula (FIGURA 2). No entanto, em 

embriões criopreservados em nitrogênio líquido, a desidratação por 30 minutos prorcionou o 

maior comprimento da parte aérea e das raízes, apresentando 6,77 cm e 3,24 cm, 

respectivamente (FIGURA 2A e 2B). Ao contrário, com 60 minutos de desidratação houve 

menor desenvolvimento da parte aérea (2,53 cm) e da raiz (1,66 cm) evidenciando a interação 

entre o processo de desidratação e a criopreservação (FIGURA 2A e 2B)   

 

 

Figura 2: Comprimento da parte aérea (A) e da raiz (B) de plântulas de estrelícia provenientes de 

embriões zigóticos criopreservados (+LN) e não criopreservados (-LN). Os dados são 

expressos como média ± erros padrão (barras). Médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Letras minúsculas comparam a 

criopreservação (-LN;+LN) dentro de cada tempo e maiúsculas comparam os tempos de 

desidratação dentro de +LN e -LN.   

 

3.2 Aclimatização 

 

 A porcentagem de sobrevivência das plantas após o processo de aclimatização, não foi 

influenciada pelo período de desidratação e pela criopreservação, apresentando média geral de 

62% de sobrevivência após 45 dias. Além disso, as plantas obtidas a partir de embriões 
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criopreservados não apresentaram anormalidades ou sintomas de deficiência nutricional 

(TABELA 1).  

 

Tabela 1. Aclimatização de plantas provenientes de embriões zigóticos de estrelícia 

criopreservados (+LN) e não criopreservados (-LN). Barra: 5 cm  
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3.2.1 Avaliações anatômicas 

 

 As avaliações anatômicas das plantas regeneradas de embriões criopreservados e não 

cripreservados (controle) não apresentaram diferenças para o formato dos estômatos, 

densidade estomática e estrutura do mesofilo. As plantas de estrelícia apresentam estômatos 

tetracíticos restritos à superfície abaxial, sendo uma folha hipoestomática, com densidade de 

aproximadamente 34 estômatos (mm
-2

) (TABELA 2). 
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Tabela 2. Fotomicrografias de seções paradérmicas da superfície abaxial de folhas de 

estrelícia após a aclimatização de plantas provenientes de embriões criopreservados (+LN) e 

não criopreservados (-LN). Setas indicam os estômatos tetracíticos.  

 

Período 

 de  

desidratação (min) 

- LN +LN 
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30 

  

60 

  

 

  O mesofilo dessas plantas é dorsiventral apresentando uma camada de célula 

paliçádica e duas ou três camadas de células de parênquima lacunoso, sendo um mesofilo bem 

diferenciado independente dos tratamentos de criopreservação (TABELA 3). 
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Tabela 3. Fotomicrografias de seções transversais de folhas de estrelícia após a aclimatização 

de plantas provenientes de embriões criopreservados (+LN) e não criopreservados 

(-LN). PP (Parênquima paliçadico), PL (Parênquima lacunoso), CV (Cilíndro 

vascular). 
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3.2.2 Estabilidade genética 

 

 A criopreservação não apresentou efeito sobre a estabilidade genética, não havendo 

alterações na ploidia de plantas regeneradas a partir de embriões criopreservados e não 

criopreservados (FIGURA 3). 

 

                                         0                                         30                                 60 

 

Figura 3: Histogramas da intensidade relativa do iodeto de propídeo usando núcleos de folhas de 

plantas estrelícia desidratadas por 0, 30 e 60 minutos e criopreservadas (+LN) e não 

criopreservadas (-LN).  

 

  Além disso, não houve diferenças no conteúdo de DNA de plantas provenientes de 

embriões criopreservados comparado as plantas regeneradas de embriões não criopreservados, 

apresentando 1,60 pg e 1,65 pg, sendo que o coeficiente de variação para esses resultados foi 

de 2,70 e 2,59, respectivamente.  

 

 

 

- LN 

+ LN 



82 
 

 

 

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 Embriões zigóticos estão entre as fontes de explantes utilizadas preferencialmente para 

criopreservação de espécies, uma vez que, apresentam o máximo de células meristemáticas, 

de pequeno tamanho, com citoplasma denso, vacúolos pequenos e balanço entre núcleo e 

citoplasma alto (FIGURA 4A). Consequentemente, apresentam menor teor de água quando 

comparado a outros tipos de explantes, o que favorece o sucesso da criopreservação utilizando 

a técnica de desidratação em sílica-gel (PANIS; LAMBARDI, 2006; PINTO et al., 2016)  

 

 

Figura 4: (A) Embriões zigóticos de estrelícia utilizados durante a criopreservação por meio da técnica 

de desidratação em sílica-gel, (B) e (C) Plântulas normais provenientes de embriões 

zigóticos de estrelícia criopreservados, (D) Plantas de estrelícia com dois meses após o 

término da etapa de aclimatização. Comprimento da barra: (A) 0,25 cm (B, C e D) 1,0 cm.  

 

  Com relação aos embriões criopreservados (+LN) e não criopreservados (-LN) 

observou-se que independente do tempo de desidratação em sílica-gel, o armazenamento dos 

embriões em nitrogênio líquido reduziu a porcentagem de germinação de 86,4 % para 66,1 %. 

Dessa forma pode-se inferir que a redução da porcentagem de germinação está relacionada ao 

efeito do resfriamento e não com os tratamentos de desidratação. Entretanto, mesmo com essa 

redução da germinação os resultados são positivos, pois a taxa de germinação ainda foi 

relativamente alta (66,1 %).  

Além disso, a criopreservação não afetou a regeneração e desenvolvimento de 

plântulas normais, pois 100% das plântulas apresentaram formação de parte áerea e raízes 
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(FIGURA 4B e 4C). No entanto, diferenças foram observadas no comprimento da parte aérea 

e da raiz quando foram analisados a interação entre a criopreservação e os tempos de 

desidratação. 

Plântulas regeneradas a partir de explantes criopreservados podem apresentar melhor 

desenvolvimento quando é realizada desidratação moderada do explante a ser criopreservado 

(WEN; WANG, 2010). Assim, plântulas regeneradas a partir de embriões criopreservados 

apresentaram melhor desenvolvimento da parte aérea (6,77 cm) e da raiz (3,23 cm) quando os 

embriões foram desidratados por 30 minutos em sílica-gel, enquanto que, plântulas 

provenientes de embriões que não foram desidratados, tiveram o desenvolvimento 

comprometido. Esse resultado pode estar associado ao excesso de água e consenquente 

formação de cristais de gelo, causando danos aos tecidos meristemáticos, que 

consequentemente causa danos na germinação e desenvolvimento das plântulas (PANIS; 

LAMBARDI, 2006).  

Todavia, os resultados não seguiram a mesma tendência após a desidratação em sílica-

gel por 60 minutos. Esse maior tempo de desidratação acoplado à criopreservação pode ter 

sido responsável por retardar o desenvolvimento, possivelmente devido a um estresse 

oxidativo mais elevado. Pois, a combinação desses eventos, bem como, o ciclo resfriamento-

reaquecimento podem ocasionar maior produção de espécies reativas de oxigênio 

ocasionando um desequilíbrio no metabolismo e, consequentemente, comprometer o 

desenvolvimento e estabelecimento normal das plantas (CHEN et al., 2015; UCHENDU et 

al., 2010).  

 A obtenção de plântulas in vitro provenientes de embriões criopreservados não é 

suficiente para afirmar o sucesso do protocolo de criopreservação, pois a etapa de 

aclimatização é importante por proporcionar a aquisição de mudas preparadas para o cultivo 

em condições de campo. No entanto, a fase de aclimatização é crítica visto que as plantas 

cultivadas in vitro apresentam características fisiólogicas e anatômicas que podem dificultar a 

transferência para o ambiente ex vitro resultando na mortalidade das mudas (DIAS et al., 

2014). Adicionalmente, a criopreservação pode causar colapso nos tecidos fotossintéticos 

comprometendo ainda mais essa fase (GANEVA et al., 2009). Porém, verificou-se que as 
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plantas obtidas a partir dos embriões de estrelícia criopreservados não apresentaram alterações 

durante a etapa de aclimatização (FIGURA 4D), sendo mantida a estrutrutura do mesofilo e 

da densidade estomática dessas plantas, proporcionando adequado desempenho fotossintético.  

 Outro aspecto importante para ser analisado após o processo de criopreservação é a 

estabilidade genética das plantas, pois podem ser causadas crioinjúrias que ocasionam a 

peroxidação lipídica, a desnaturação de proteínas e mutações no DNA, causando alterações 

genéticas (GALDIANO et al., 2014; KULUS; ZALEWSKA, 2014). Após a aclimatização, na 

avaliação das folhas de estrelícia criopreservadas não foram observadas alterações no 

conteúdo de DNA e na ploidia, assegurando que as plantas apresentam as mesmas 

características das plantas obtidas de embriões não criopreservados. Assim, a criopreservação 

utilizando a desidratação de embriões zigóticos em sílica-gel pode ser considerada uma 

técnica eficiente para o armazenamento em longo prazo de estrelícia. 

 

5 CONCLUSÕES 

  

  Embriões zigóticos de estrelícia podem ser criopreservados utilizando a desidratação 

em sílica-gel por 30 minutos.  

 As plantas provenientes de embriões criopreservados de estrelícia não apresentam 

alterações nos seus aspectos anatômicos e na estabilidade genética decorrentes do 

armazenamento em baixas temperaturas, apresentando resultados satisfatório para 

desenvolvimento durante o processo de aclimatização.  
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