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RESUMO

A estrelicia (Strelitzia reginae) € uma planta ornamental muito utilizada como flor de corte e
em jardins. No entanto, a propagacdo convencional da espécie é limitada pela dorméncia
quimica e fisica das sementes e pelo pequeno nimero de brotos formados a partir da divisdo
de rizomas, assim, a propagacao in vitro € uma alternativa para a reproducdo dessa espécie.
Entretanto, mudas produzidas in vitro podem apresentar limitacGes durante a aclimatizagéo,
havendo necessidade de desenvolver uma metodologia para otimizar essa etapa. Além disso, o
comércio de flores é marcado por tendéncias, sendo necessario o desenvolvimento de técnicas
para a conservacdo do germoplasma. Dentre as técnicas que podem ser utilizadas, a
criopreservacdo se destaca por permitir a conservacdo em longo prazo, no entanto,
conhecimento sobre os efeitos na estabilidade genética e aspectos anatdmicos das plantas sdo
importantes. Dessa forma, objetivou-se avaliar como o GA; e a temperatura afetam a
germinacdo de embrides zigoticos e o desenvolvimento in vitro das plantulas, bem como, o
efeito de BAP e TDZ na multiplicacdo, a utilizacdo de telas fotoconversoras durante a
aclimatizacdo e o efeito da criopreservacdo no desenvolvimento, anatomia e estabilidade
genética das plantas de estrelicia. Maior germinacdo (72%) e comprimento da parte aérea
(3,14 cm) foram observados com a utilizacdo de 20 uM de GA3. Nessa concentracdo houve
aumento da atividade da redutase do nitrato, sem alteracdo da estabilidade genética. A
temperatura influenciou no crescimento das plantas, o qual foi maior em 25°C e também na
atividade da SOD e APX, que foram mais elevadas com 30°C. Os resultados demonstraram
que 20 uM de BAP proporcionou maior formacdo de brotagdes, porém, estes apresentaram
reducdo do comprimento, além de incremento da oxidacdo do meio de cultura, enquanto que o
TDZ nédo induziu a formacdo de brota¢fes, nem mesmo redu¢do do comprimento e oxidagédo
do meio de cultura. Durante a aclimatizacdo, a maior taxa de sobrevivéncia ocorreu para as
plantas mantidas na auséncia de telas fotoconversoras e para a criopreservacao, a desidratacao
em silica-gel por 30 minutos foi eficiente para 0 melhor desenvolvimento das plantulas, ndo
ocorrendo alteragcBes anatbmicas e mudangas na estabilidade genética. Dessa forma,
recomenda-se para o cultivo in vitro o acréscimo de 20 uM de GA3 ao meio de cultura e a
manutencdo na temperatura de 25°C para melhor germinacdo dos embrides zigéticos e
desenvolvimento das pléantulas, a utilizacdo de 20 uM de BAP para a multiplicagdo, a



auséncia de telas fotoconversoras para aclimatizacdo, bem como, a desidratacdo dos embrides
zig6ticos por 30 minutos em silica-gel para a criopreservacao.

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Giberelina. Citocinina. Aclimatizagdo. Criopreservacao.

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 GAj3 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 uM of GAs. 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 25°C and also in the SOD and APX activity, which were higher at 30°C. The
results showed that 20 uM 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 uM of GAj; and maintenance at the temperature of 25°C, and for the
multiplication 20 uM 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 INTRODUCAO GERAL

Dentre as espécies ornamentais, Strelitzia reginae Banks ex Aiton, conhecida
popularmente como estrelicia, se destaca pelo elevado potencial econémico, sendo altamente
utilizada como flor de corte e em jardins, devido as caracteristicas exoticas de suas flores que
emergem das bracteas e comprimento da haste. Porém, a exploracdo comercial da espécie se
torna limitada pela baixa taxa de propagacdo por métodos convencionais, devido pequeno
numero de mudas formadas a partir da divisdo de rizomas e dorméncia quimica e fisica das
sementes (PAIVA et al., 2004; PATEL et al., 2017). Assim, a propagagao in vitro pode ser
uma alternativa, sendo que o cultivo de embriGes zigéticos € uma forma viavel,
principalmente por permitir a superacdo da dorméncia fisica das sementes apresentada por
essa espécie (PAIVA et al., 2004; PECH Y AKE et al., 2007). Contudo, o processo de
germinacao de embrides zig6ticos é uma etapa critica, e a composicdo 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 plantulas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

ApoGs obter sucesso no estabelecimento in vitro, as técnicas de multiplicacdo podem
ser utilizadas possibilitando producdo de mudas na auséncia de patégenos e com as
caracteristicas desejadas (KELLER et al., 2013). No entanto, ainda ndo ha um protocolo
eficiente para propagacdo in vitro de estrelicia, consequéncia da ocorréncia de oxidagédo
(NORTH et al., 2012) e baixa taxa de multiplicacdo, sendo registrada a formacdo de apenas
1,0 broto por explante quando cultivados meristemas, embrides zigéticos 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 condi¢des controladas do meio de cultura,
temperatura, luminosidade e umidade relativa que as plantas sdo submetidas podem causar
alteracdes morfoldgicas, anatdbmicas e fisioldgicas, limitando a adaptabilidade dessas plantas
durante o processo de transferéncia para o ambiente ex vitro (XIAO; NIU; KOZAI, 2011).

Dentre essas condi¢cBes ambientais citadas, a baixa densidade de fluxo de fotons pode
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influenciar devido comprometimento do desenvolvimento da maquinaria fotossintética. Por
isso, 0 controle da intensidade da radiacdo na etapa de aclimatizacdo pode contribuir para
aumentar a taxa de sobrevivéncia, evitando que danos fotoxidativos sejam causados, devido
maior intensidade da luminosidade (OSORIO; OSORIO; ROMANO, 2010).

Contudo, mesmo obtendo sucesso para um protocolo de cultivo in vitro da espécie, um
protocolo para a conservagcdo em longo prazo do material pode ser necessario, uma vez que, 0
mercado de flores e plantas ornamentais é marcado por tendéncias, havendo necessidade de
conservar a diversidade de espécies e cultivares. Todavia, quando a conservacao € realiza por
produtores e melhoristas se torna despendiosa e acarreta em riscos por ocorréncia de estresses
bidticos e abitticos. Uma forma alternativa seria a conservagao in vitro, no entanto, também
pode ocorrer perda do material devido contaminacdo, erro humano e variacdo somaclonal.
Assim, a criopreservacdo surge como uma alternativa viavel (PANIS; LAMBARDI, 2006;
SEKIZAWA et al., 2011).

A criopreservacdo se destaca por permitir o armazenamento em longo prazo do
material, sendo a criopreservacdo de embrides zigOticos importante para espécies que
apresentam dificuldades de germinacdo (PRITCHARD; BEEBY; DAVIES, 1998;
PRUDENTE et al., 2016), como o caso da estrelicia. Entretanto, atualmente, ndo existem
relatos na literatura para criopreservacdo dessa espécie. Assim, objetivou-se desenvolver um
protocolo para o cultivo in vitro de estrelicia, bem como, realizar a criopreservacao de

embrides zigoticos dessa especie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Floricultura

A floricultura se caracteriza pela producdo de flores e plantas ornamentais,
apresentando crescimento acelerado em todo o mundo. Atualmente, esse segmento agricola
tem potencial para ser o mais rentavel dentro da horticultura (DESAI; INGHALIHALLLI;
KRISHNAMURTHY et al., 2015). No Brasil, 0 numero de produtores, areas cultivadas e o
valor bruto da producdo, s&o indicadores importantes do crescimento desse setor
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2014). Dessa forma, em escala mundial, o Brasil tem se destacado e
estd entre os 15 maiores paises produtores, apresentando potencial para avancar no ranking,
especialmente em relacdo a producdo de espécies tropicais (IBRAFLOR, 2017; QUEIROZ;
SILVA; MARTINS, 2016).

A producdo de plantas tropicais vem se destacando dentro do segmento horticola
brasileiro, uma vez que, as flores exoticas, com diversidade de cores e formas, resisténcia ao
transporte, durabilidade poés-colheita e boa aceitacdo no mercado externo sdo elementos
favoréveis para a comercializagdo (DIAS, 2016).

Dentre as regides produtoras de plantas tropicais, podemos citar os estados de Alagoas
e Pernambuco, o que contribui para a geragédo de renda aos pequenos produtores, promovendo
o0 desenvolvimento dessas regifes. Além desses estados, Minas Gerais se destaca na producéo
de plantas tropicais (LANDGRAF; PAIVA, 2009). Dentre as espécies mais cultivadas
comercialmente estdo anturio, estrelicia, helicdnias, alpinia, gengibre-ornamental e bastdo-do-
imperador (LIMA; FERRAZ, 2008).

2.1.1 Estrelicia
Dentre as plantas tropicais, as espécies do género Strelitzia (S. reginae, S. alba, S.

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

plantas sdo monocotiled6neas pertencentes a ordem Zingiberales e a familia Strelitziaceae,
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sendo que dentre as espécies do género, a mais cultivada € Strelitzia reginae Banks ex Aiton,
conhecida popularmente como ave-do-paraiso ou estrelicia. E uma planta rizomatosa,
entouceirada com folhas firmes e coriaceas (LORENZI; SOUZA, 2001). E originaria da
Africa do Sul, mas em 1770 foi introduzida na Europa de onde foi disseminada para todo o
mundo, devido as caracteristicas exoticas de suas flores que emergem das brécteas, 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 propagacdo convencional da espécie €
realizada por sementes ou pela divisdo de touceiras (NORTH et al., 2012; PAIVA et al.,
2004). Todavia, as sementes apresentam dorméncia quimica causada pela presenca de um
inibidor da germinacdo e dorméncia fisica, consequéncia da impermeabilidade do tegumento
e rigidez do endosperma, o que influencia na germinacéo e desenvolvimento das plantas, as
quais necessitam de certa de 4 a 7 anos para iniciar a floracdo (PAIVA; ALMEIDA, 2012;
VAN DE VENTER, 1978). Por esses motivos, trabalhos com escarificacdo mecanica,
lixiviagdo em &gua, aumento da concentracdo de Oy, reguladores de crescimento, &cido
sulfarico, embebicdo em agua e diferentes temperaturas ja foram realizados para otimizar a
germinacdo, no entanto, novos trabalhos sdo necessarios (BARBOSA et al., 2005;
BESEMER, 1976; DIAZ, 1978; ISHIHATA, 1976; VAN DE VENTER, 1978; VAN DE
VENTER; SMALL, 1975). Adicionalmente, a divisdo de touceiras proporciona pequeno
namero de mudas, o que limita a reproducdo e producdo da espécie (PAIVA; ALMEIDA,
2012).

Além disso, a comercializacdo é limitada devido a presenca de doencas fungicas, as
quais causam podriddo na base do caule, resultando em desprendimento do caule e da raiz,
ocorrendo também podriddo e murchamento das folhagens (AIELLO et al., 2017). Assim, 0
desenvolvimento de um protocolo de propagacéo in vitro poderia contribuir para a selecéo de
clones melhorados e para proliferacdo em massa de estrelicia (PAIVA et al., 2004; ZIV;
HALEVY, 1983).
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2.2 Cultura de tecidos

A propagacdo in vitro ou micropropagacédo tem sido utilizada visando a producao de
plantas em larga escala com qualidade superior. Com essa técnica, € possivel realizar o
cultivo de células, tecidos, 6rgdos, embrifes zigéticos e plantas inteiras em condicBes
ambientais e nutricionais controladas (SMITH, 2013).

Atualmente, o cultivo de embrides zigoticos tem sido empregado para reduzir o tempo
de germinacdo, para producdo de mudas com alta qualidade, livre de patdgenos e com
homogeneidade de desenvolvimento, pois a retirada do endocarpo e endosperma pode facilitar
a nutricdo do embrido. Além disso, o cultivo de embriGes zigéticos, € importante para
subsidiar programas de melhoramento genético e conservacdo de espécies (PADUA et al.,
2014). Todavia, a germinacdo e a formacdo de plantulas sdo processos complexos que
envolvem fatores fisiologicos e condi¢fes ambientais (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Entre os fatores fisioldgicos, o balanceamento hormonal apresenta grande importancia
para o desenvolvimento dos embrides zigdticos. Auxinas, giberelinas e citocininas estdo entre
os horménios e reguladores de crescimento vegetal que influenciam fortemente no
crescimento e na morfogénese das culturas de embribes zigéticos (RAGHAVAN, 2003;
ROCHA, MONTE-BELLO, DORNELAS, 2015).

Dentre as giberelinas, o &cido giberélico (GA3) se destaca por apresentar funcdo na
qguebra de dorméncia de sementes e embrides (SINGH et al., 2016). Na presenca desse
regulador foi possivel perceber, melhor germinacdo de embribes zigéticos para Cocos
nucifera e Syagrus coronata, os quais apresentaram aumento de 33% e 30%, respectivamente
(MEDEIROS et al., 2015; MONTERO-CORTES et al., 2011)

De forma adicional, o0 GA3 influéncia no metabolismo das plantas, uma vez que, pode
estar relacionado com o aumento da atividade de enzimas hidroliticas 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 responsavel pela reducao de



18

nitrato em nitrito, sendo entdo a primeira reacdo para a assimilacdo de nitrogénio na forma de
nitrato nas plantas. O nitrogénio é um elemento essencial encontrado em muitas
macromoléculas e componentes do metabolismo secundario, incluindo proteinas, acidos
nucleicos, componentes da parede celular, horménios e vitaminas (KRAPP, 2015).

No entanto, é importante ter controle das concentragdes utilizadas do regulador de
crescimento, pois o desbalanceamento hormonal pode causar variagcbes na estabilidade
genética das plantas (SAMARFARD et al., 2014). Essas alteracfes na estabilidade genética
podem ser constatadas por meio de andlise de citbmetria de fluxo, que permite conhecer o
contetdo de DNA e estimar o nivel de ploidia (DOLEZEL, 1997).

Por outro lado, quando avaliada as condi¢fes ambientais, a temperatura esta entre 0s
fatores mais importantes na regulacdo da germinacdo, crescimento e desenvolvimento das
plantas, visto que, influéncia na absorcdo de agua, reacfes bioguimicas e em processos
fisiologicos (AKRAMGHADERI; SOLTANI; SADEGHIPOUR, 2008; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Cada espécie apresenta uma temperatura Gtima para a germinacdo e crescimento,
assim, variagfes extremas podem causar danos severos nas plantas, ocasionando mudancas
morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares (SOUTO et al., 2017). Por esse motivo,
é importante identificar ndo s6 a temperatura 6tima, mas também o limite maximo e minimo
tolerado para cada espécie, pois esse estudo auxilia no sucesso da germinagdo e
estabelecimento das plantas, bem como, na constru¢do de modelos que permitem o progresso
das culturas (AKRAMGHADERI; SOLTANI; SADEGHIPOUR, 2008).

A menor taxa de germinacgdo e desenvolvimento das plantas em temperaturas abaixo
da o6tima, provavelmente ocorre devido reducdo no metabolismo. Por outro lado, os efeitos
negativos das temperaturas mais elevadas estdo relacionados com as alteracdes na fluidez da
membrana. Dessa forma, o estresse térmico pode desacoplar enzimas e vias metabolicas
ocorrendo aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo
responsaveis pelo estresse oxidativo (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2013).

Em condig¢Bes normais o estresse oxidativo € evitado devido a presenga de um sistema

antioxidante constituido de moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas que sdo responsaveis por
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fazerem a remocdo das EROs, no entanto, em condigdes estressantes a atividade dessas
moléculas pode ndo ser eficiente. Dentre as enzimas responséveis por aliviarem os efeitos
nocivos das EROs podemos citar a dismutase do superdxido (SOD), que é a primeira linha de
defesa responsavel por catalisar a dismutacdo do O, em H,0, e O,, e catalase (CAT) e a
peroxidase do ascorbato (APX) que sdo responsaveis por fazer a dismutacéo do H,O, em H,0O
e O,. A catalase opera sem a presenca de um agente redutor, enquanto que a APX requer a
presenca de uma molécula redutora para fazer a remocéo do H,0O,. Dessa forma, a catalase é
energeticamente eficiente para a remocdo de altas concentracbes de H,O, e a APX por
apresentar maior afinidade por esse substrato é responsavel pela eliminacdo quando o H,0,
esta presente em pequenas quantidades (GILL; TUJETA, 2010; SILVA et al., 2017).

Geralmente, durante condi¢Ges 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 0 aumento da atividade do sistema antioxidante ndo é suficiente para aliviar
0 estresse oxidativo, limitando o crescimento e desenvolvimento das plantas (SILVA et al.,
2017), bem como, o estabelecimento in vitro.

Apds a obtencdo das plantulas in vitro por meio do cultivo de embrides zigoticos, é
possivel fazer a propagacdo desse material utilizando as técnicas de multiplicagdo in vitro,
que permite a rapida multiplicacdo de gendtipos geneticamente superiores, com uniformidade
fisioldgica, sendo possivel obter elevado nimero de mudas isentas de doencas e com
coloracdo e época de floracdo uniforme (KELLER et al., 2013), o que é importante para flores
e plantas ornamentais. Com esse objetivo, meristemas de estrelicia (HOSNI, 2001), gemas
axilares, segmentos foliares e embrides imaturos foram cultivados em meio MS, encontrando
0s primeiros resultados para a formacdo de plantulas in vitro, todavia ndo foram obtidos
resultados satisfatorios para a multiplicacdo, 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 multiplicagdo, geralmente é realizada a suplementac&o do meio de cultura com
reguladores de crescimento, principalmente com substancias que atuam como citocininas. As

citocininas sdo importantes para a superagdo da dominancia apical, proliferacdo de gemas
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laterais e multiplicacdo in vitro, contribuindo para o aumento da producdo de biomassa
(LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2010).

Dentre os reguladores de crescimento que atuam como citocinina, um dos mais
utilizados durante o processo de propagacdo in vitro é a 6-benzilaminopurina (BAP), sendo
esta muito eficiente na indugdo de gemas adventicias em diversas espécies (LEITZKE;
DAMIANI; SCHUCH, 2010). Para Heliconia bihai (L.) L. com a utilizacdo de 11 uM de
BAP foi possivel perceber aumento de 92,5% na formacéo de brotos, enquanto que Etlingera
elatior com 31,08 uM 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
inducdo de brotacdo em algumas espécies. Utilizando esse regulador de crescimento na
concentracdo de 2,2 UM ocorreu aumento de 6 brotos por explante em Cotoneaster wilsonii,

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

2.2.4 Aclimatizacao

Durante o cultivo in vitro, as plantas sdo expostas a um Unico microambiente que
apresenta todos os nutrientes e a fonte de energia necessaria para o crescimento, condices
assépticas, baixa taxa de fluxo de fotons e alta umidade relativa. Esse microambiente causa o
minimo de estresse nas culturas e permite o crescimento 6timo, no entanto, as plantas
provenientes do cultivo in vitro podem apresentar alteragdes morfoldgicas, anatdbmicas e
fisiologicas, as quais limitam a adaptabilidade dessas plantas durante o processo de
transferéncia para o ambiente ex vitro (CHANDRA et al., 2010; DIAS et al., 2014; XIAOQ;
NIU; KOZAI, 2011). Dentre essas alteracbes estdo a baixa deposicdo de cera epicuticular,
anormalidades estomaticas, raizes ndo funcionais, que sdo consequéncia da falta de conexao
vascular entre a raiz e a parte aérea, 0 que restringe a translocacdo de adgua e sais minerais e

maquinaria fotossintética pouco desenvolvida (HAZARIKA, 2003).
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Por esses motivos, a aclimatizacdo gradual pode ser eficiente para melhorar o
ajustamento as condigdes ex vitro (XIAO; NIU; KOZAI, et al., 2011). Muitas vezes, 0
controle da qualidade e da intensidade da radiacdo no ambiente ex vitro pode ser uma
alternativa, visto que, uma das alteracbes € o pouco desenvolvimento da maquinaria
fotossintética, o que pode ser responsavel pela ocorréncia de danos foto-oxidativos quando as
plantas sdo expostas a maior intensidade de fluxo de fotons, prejudicando a sobrevivéncia das
plantas (OSORIO; OSORIO; ROMANO, 2010). Além disso, a qualidade da radiacdo também
pode influenciar, pois, podem proporcionar mudancas fisiologicas e morfoldgicas nos
vegetais (NOMURA et al.,, 2009; OREN-SHAMIR et al., 2001), que permitem melhor
adaptabilidade durante essa transigao.

Dessa forma, telas fotoconversoras podem ser utilizadas, pois além de mudancas
Opticas de dispersdo e reflectancia, sdo eficientes para modificar o espectro da radiacéo, o que
pode otimizar a aclimatizacao das espécies, como ocorrido para banana (SILVA et al., 2014).
As telas fotoconversoras azul apresentam pico principal de transmitancia na regido do verde-
azul (400-540 nm), reduzindo os comprimentos de ondas vermelho e vermelho-distante,
enquanto que a tela fotoconversora vermelha possui transmitancia 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 radiacdo vermelha (600-700 nm) e azul (420-450 nm) apresentam importantes
funcBes para as respostas fisioldgicas e morfoldgicas nas plantas (BRAGA et al., 2009). Esses
espectros de radiacédo sao eficientemente absorvidos por clorofilas a (430-665 nm) e clorofilas
b (453-642 nm) e sdo extremamente importantes para a fotossintese, pois, a densidade do
fluxo de fotons que é usado para esse processo estd entre 400 e 700 nm. Além disso, a
absorcéo na regido do vermelho e vermelho distante esta relacionada com o alongamento da
parte area das plantas, fototropismo e gravitropismos, enquanto que a luz azul é importante
para a sintese de clorofila, abertura estomatica, fototropismo e fotomorfogénese (OUZOUNIS
etal., 2015).
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2.2.3 Criopreservagao

Apls o estabelecimento de um protocolo de cultivo in vitro é possivel fazer a
conservacao do material, no entanto, para manutencdo das espécies in vitro existe o risco de
perda devido contaminacédo, erros humanos e variagcdo somaclonal (PANIS; LAMBARDI,
2006). Assim, a criopreservacdo surge como uma alternativa para a conservacdo em longo
prazo de diversas espécies (KULUS; ZALEWSKA, 2014).

Essa técnica consiste no armazenamento do material vegetal em temperaturas ultra-
baixas, utilizando para isso nitrogénio liquido (-196°C) ou vapor (-150°C). Nessas
temperaturas, as células se mantém intactas, mas a atividade metabdlica e a divisao celular
sdo reduzidas permitindo o armazenamento por um longo periodo, contribuindo para a
preservacao da diversidade genética, principalmente de espécies raras e valiosas, bem como
de importancia comercial (PANIS; LAMBARDI, 2006; KULUS; ZALEWSKA, 2014). No
entanto, para estrelicia, uma espécie muito utilizada na floricultura, ainda ndo foi relatado na
literatura um protocolo para criopreservacao.

Geralmente, para o desenvolvimento de um protocolo de criopreservacdo sao
utilizados tecidos que apresentem alta taxa de divisdo celular e baixo conteldo de agua,
(PANIS; LAMBARDI, 2006), uma vez que, o alto teor de agua pode ocasionar a formacao de
cristais de gelo durante o resfriamento e aquecimento do explante, causando danos
irreversiveis as membranas (PINTO et al., 2016). No entanto, além da escolha do material
vegetal ideal, alguns procedimentos podem ser realizados para evitar que ocorra a formagéo
desses cristais de gelo, como resfriamento e aquecimento rapido, bem como a desidratacdo do
material. Dessa forma, o resfriamento é feito por meio da imersdo em nitrogénio liquido, e
para 0 aquecimento, geralmente, € utilizado banho-maria a 40°C por um curto periodo de
tempo (REED, 2008; WEN; WANG, 2010; FERRARI et al. 2016). J& para a desidratacdo, sdo
utilizadas diversas técnicas, que sdo dependentes do material a ser desidratado.

Para sementes ortodoxas, intermediarias, embrides zigoticos e pblen pode-se utilizar a

desidratacdo em silica-gel. Sendo que o periodo de exposicéo a silica-gel deve ser suficiente
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para garantir uma desidratacdo eficiente, sem causar efeitos citotéxicos que comprometam a
viabilidade do explante, uma vez que, a intensa desidratacdo pode aumentar a concentragédo de
sal intracelular podendo causar danos na membrana (KAVIANI, 2010; PINTO et al., 2016).

Dessa forma, a desidratacdo, resfriamento e aquecimento dos explantes durante a
criopreservacdao induzem a estresses no material vegetal, o qual é suscetivel a induzir
modificacbes genéticas, anatdmicas e fisiolégicas em culturas criopreservadas e plantas
regeneradas (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS; LAMBARDI, 2006). Dentre as
alteracdes anatbmicas observadas em plantas regeneradas apos a criopreservacdo pode-se citar
menor espessamento da ldmina foliar e dos tecidos internos como parénquima palicadico e
parénquima lacunoso. Muitas vezes, ocorrendo colapso das células do mesofilo (GANEVA et
al., 2009), o que pode prejudicar a sobrevivéncia dessas plantas.

Além disso, as modificacdes genéticas podem causar consequentemente alteracdes
fenotipicas indesejadas, sendo fundamental verificar a estabilidade genética do material apds
0 processo de criopreservacdo (HARDING, 2004; KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS;
LAMBARDI, 2006). Atualmente, existem diferentes técnicas citoldgicas disponiveis para
avaliar a instabilidade cromossdmica das plantas criopreservadas, podendo avaliar poliploidia,
aneuplodia e outras anormalidade mitéticas (HARDING, 2004). Uma das técnicas utilizadas é
a citbmetria de fluxo que consiste em analisar particulas de forma individual e em alta
velocidade, podendo mensurar o conteudo de DNA e o nivel de ploidia do vegetal. A
guantidade de DNA é calculada pela relacdo entre o pico G1 da amostra/ posicdo do pico G1
de uma amostra padrdo x o contedo de DNA da amostra padrdo e é expressa em picogramas
(pg), sendo que 1 pg corresponde a 978 Mpb. Ja o nivel de ploidia é uma estimativa obtida
pela comparagéo do pico G1 da amostra com o pico G1 da amostra padrdo (DOLEZEL et al.,
1997; DOLEZEL; DOLEZELOVA; NOVAK, 1994).
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ARTIGO 1: APLICACAO EXOGENA DE GA; E TEMPERATURA NO
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE ESTRELICIA
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RESUMO

Considerando que a propagacao de estrelicia é limitada pela dorméncia das sementes e pelo
pequeno numero de brotos formados, e sendo essa uma espécie tropical, pode ser necessario
que condigdes diferenciadas de reguladores de crescimento e de temperatura sejam utilizadas
para a manutencdo in vitro. Dessa forma, objetivou-se avaliar como 0 GA; e a temperatura
afetam o desenvolvimento in vitro de embrides zig6ticos de estrelicia. Embrides zigoticos
foram excisados e inoculados em meio MS com diferentes concentracdes de GA;3; (0, 5, 10 e
20 pM) e mantidos em diferentes temperaturas (25°C, 30/25°C e 30°C). Ap6s 60 dias foi
avaliada a germinacéo dos embrides (%), comprimento da parte aérea e da raiz (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 plantulas na melhor concentracdo de GA3; em comparagdo com o
tratamento controle. Maior germinacdo dos embrides (72%) e comprimento da parte aérea das
plantulas obtidas (3,14 cm) foram observados com a utilizacdo de 20 uM de GAj;. Nessa
concentragdo houve aumento da atividade da redutase do nitrato, sem alteracdo da
estabilidade genética. A temperatura influenciou apenas no comprimento da parte aérea e da
raiz, sendo maiores em 25°C. Na temperatura de 30°C ocorreu aumento da atividade da SOD
e da APX quando comparado com 25°C. Assim, recomenda-se para o cultivo de embrides
zigoticos, a adicdo de 20 uM de GA; ao meio de cultivo e manutengdo na temperatura de
25°C.

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 uM) 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 uM of GAs3. 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 25°C. At 30°C, SOD and APX activity increased when compared to 25°C.
Therefore, it is recommended to cultivate zygotic embryos, the addition of 20 uM GAj; 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 INTRODUCAO

O cultivo de embriBes zigdticos é uma das técnicas mais viaveis da cultura de tecidos
para especies que apresentam problemas de propagacédo, principalmente devido a dorméncia
apresentada por algumas sementes, como estrelicia (Strelitzia reginae Banks ex Aiton).
Todavia, o processo de regeneracdo desses explantes é uma etapa critica (PAIVA et al., 2004;
PECH Y AKE et al., 2007). Para algumas espécies, a suplementacdo do meio de cultura com
acido giberélico (GAs), pode ser importante, pois este atua regulando a germinacdo de
sementes e de embriBes zigdticos, como pode ser visto para Cocos nucifera e Syagrus
coronata, 0s quais apresentaram aumento de 33% e 30%, respectivamente, na germinagéo
guando foram utilizadas concentracdes de GAj3; de aproximadamente 3 pM até 15 pM
(MEDEIROS et al., 2015; MONTERO-CORTES et al., 2011). Além disso, esse regulador de
crescimento pode ser importante para o crescimento e alongamento celular, expansdo 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 responsavel pela
assimilacdo de nitrogénio, um elemento essencial encontrado em muitas macromoléculas e
componentes do metabolismo secundario, incluindo proteinas, acidos nucleicos, componentes
da parede celular, hormdnios e vitaminas (KRAPP, 2015). Todavia, para que esses beneficios
ocorram é importante balancear as concentracdes dos reguladores de crescimento, visto que, o
excesso desses compostos pode alterar a estabilidade genética das plantas (SAMARFARD et
al., 2014).

Além dos fatores fisioldgicos, a germinacdo dos embribes zigdticos e a regeneracao
das plantulas podem também ser afetadas pelas condi¢cGes ambientais, sendo a temperatura um
fator limitante por influenciar na absorcdo de agua e na regulacdo de reagdes biogquimicas e
enziméaticas (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 5°C e 26/18°C, respectivamente, as quais sao diferentes da comumente utilizada nas salas
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de crescimento (25°C) (CUI et al., 2000; PICOLOTTO et al.,, 2007). No entanto, as
temperaturas 6timas para germinagdo e desenvolvimento das plantulas sdo variaveis entre as
espéecies, e quando estdo fora da faixa Otima podem causar estresse oxidativo e
consequentemente aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo
necessario avaliar a atividade de enzimas do sistema antioxidante das plantas em condic6es de
diferentes temperaturas (MARUTANI et al.,2012; SOUTO et al., 2017), uma vez que, pode
ocorrer prejuizos durante o estabelecimento in vitro.

Considerando que estrelicia (Strelitzia reginae) é uma espécie ornamental tropical com
baixa taxa de propagacdo quando utilizados metodos convencionais como a divisdo de
touceiras e sementes, que devido dorméncia quimica e fisica apresenta taxa de germinagédo
baixa e lenta, um protocolo de cultivo de embribes zigoticos pode ser um método eficaz de
propagacdo em massa para a especie (NORTH et al., 2012; PAIVA; ALMEIDA, 2012; ZIV;,
HALEVY, 1983). Assim, a suplementacdo com &cido giberélico (GA3) pode contribuir para
aumentar a eficiéncia da propagacdo, 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 GAj influencia na germinacdo de
embribes zigdticos, crescimento das plantulas, atividade da redutase do nitrato e estabilidade
genética, bem como, o efeito de diferentes temperaturas da sala de crescimento na germinagéo
de embribes zigoticos, crescimento das plantulas e atividade de algumas enzimas do sistema

antioxidante.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

Sementes maduras de estrelicia com coloragdo acinzentada foram coletadas de frutos
deiscentes, a 21° 45 de latitude Sul e a 45° 00’ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e
levadas para o laboratorio 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 camara de fluxo laminar por meio da imersdo por 30 segundos em &lcool 70% e
em seguida em hipoclorito de sédio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada. Apos a assepsia, 0s embrides zigoticos foram excisados com auxilio

de bisturi.

2.2 Efeito do GA3; na germinacao de embrifes zigoticos e desenvolvimento de plantulas

de estrelicia

Ap0s 0 processo de assepsia 0s embrides zigoticos foram inoculados em meio de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g. L™ de sacarose, solidificado com
2,5 g L™ de Phytagel® acrescido de 0,4 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al.,
2004) e diferentes concentracdes de GAs (0, 5, 10 e 20 uM). O pH do meio foi ajustado para
5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Para cada tratamento foram utilizados 32
embrides, os quais, apos a inoculacdo, foram acondicionados no escuro a 25 + 2°C por 7 dias
e em seguida foram transferidos para sala de crescimento sob condi¢Ges controladas
(fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e irradiancia de fétons de 36 pmol m?s™)
(ULISSES et al., 2010). Aos 7 dias apdés a inoculacdo avaliou-se a porcentagem de
germinacdo dos embrides zigoéticos (%), ou seja, aqueles embriGes que apresentavam
protrusdo da radicula. Posteriormente, aos 60 dias realizou-se novamente a avaliacdo da

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

Para avaliacdo do efeito do GAj; sobre a atividade da redutase do nitrato foram
utilizadas plantulas de estrelicia com 60 dias, regeneradas a partir de embrides zigoticos
cultivados em meio MS suplementado com 20 uM de GAs3, a qual foi a melhor concentragéo
encontrada para a germinagdo de embrides zigoticos e desenvolvimento das pléantulas, e seu
controle (0 uM de GA3). Para as andlises foi utilizado o protocolo descrito por Berger e
Harrison (1995), sendo utilizada a parte aérea e a raiz das plantulas, em 9 repeticdes por

tratamento, em esquema fatorial 2X2 (concentragdo de GAz; X material vegetal).
2.2.2 Estabilidade genética

Para avaliacdo do efeito do GA; na estabilidade genética, plantulas regeneradas de
embrides zigoticos inoculados em meio MS suplementado com 20 uM de GAs e seu controle
(0 uM de GA3) aos 60 dias apds a inoculacao foram avaliadas considerando o conteudo de
DNA e a ploidia por meio de anélises de citdmetria de fluxo. Para isso, suspensdes nucleares
de 50 mg de folhas foram preparadas e os nucleos foram liberados das células cortando
amostras desse material com laminas de bisturi em 1 ml de tampédo de extracdo de nucleos
LB0O1 (DPOOLEZEL, BINAROVA, LCRETTI, 1989). A suspensdo do nlcleo foi
inicialmente filtrada em malhas de 50 um para remover os fragmentos, corada com 25 pL/mL
de iodeto de propideo e entdo as amostras foram analisadas por 4 minutos, sendo que pelo
menos 6.000 nucleos foram analisados quanto a emissao de fluorescéncia para a quantificacdo
de DNA. O padréo de referéncia utilizado foi folha de ervilha (Pisum sativum — 9,09 pg). Para
as analises foram realizadas 15 repeti¢fes por tratamento.

Os histogramas foram obtidos utilizando o citdmetro FacsCalibur® (Becton Dickinson)
e analisados com o programa Cell Quest (DICKINSON, 1998). As quantidades de DNA (pg)
das plantulas foram obtidas por meio da equacéo: quantidade de DNA (pg) = (posicao do pico

G1 da amostra/posicéo do pico G1 da ervilha) x 9,09.
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2.3 Efeito da temperatura na regeneracao de embrifes zigdticos e desenvolvimento de

plantulas

Ap0s o processo de assepsia das sementes de estrelicia, os embribes zigdticos foram
excisados e inoculados em meio constituido de sais MS + 30 g. L™ de sacarose + 2,5 g L™ de
Phytagel® + 0,4 g L™ de PVP (PAIVA et al., 2004), suplementado com 20 pM de GAs, a qual
foi a melhor concentracdo encontrada para a germinacdo dos embriGes zigoticos e para 0
desenvolvimento das plantulas. O pH foi do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e
autoclavado a 121°C por 20 minutos. Apos inoculacdo, os embrides foram acondicionados em
sala de crescimento e BODs com diferentes temperaturas (25°C, 30/25C° (dia/noite) e 30°C),
sendo utilizados 20 embrides por tratamento, 0s quais permaneceram no escuro por 7 dias
(ULISSES et al., 2010) e posteriormente em fotoperiodo de 16 horas. Aos 7 dias apds a
inoculacdo avaliou-se a porcentagem de germinacao dos embribes zigéticos (%) e aos 60 dias
realizou-se novamente a avaliacdo da porcentagem de germinacao (%), comprimentos da raiz

e parte aérea (cm).
2.3.1 Influéncia da temperatura no metabolismo antioxidante

Para avaliacdo do efeito da temperatura sobre o metabolismo antioxidante foram
utilizadas plantulas dos tratamentos descritos no item anterior, sendo quantificada a atividade
da dismutase do superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT). A
obtencgdo do extrato enzimatico 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 enziméatico havia parte aérea e sistema

radicular.
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2.4 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia 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 a
analise de regresséo e a escolha da equacdo foi baseada no maior coeficiente de determinacéo
(R?). As analises foram realizadas pelo programa computacional Sistema para Analise de
Variéncia — SISVAR (FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do GA3; na germinacdo de embrides zigdticos e desenvolvimento de plantulas

de estrelicia

Aos 7 dias apos a inoculacdo dos embrides zigoticos foi possivel observar o inicio da
germinacdo, com a protrusdo da radicula em todos os tratamentos utilizados, no entanto, ndo
foram observadas diferencas na porcentagem média de germinacéo entre os tratamentos nesse
periodo. Apos 60 dias, quando utilizada a concentragdo de 20 UM de GAgs, observou-se 72%
de germinacgdo, enquanto que na auséncia desse regulador de crescimento, ocorreu 41% de
germinacao, verificando que o aumento da concentracdo de GA3; promoveu um incremento de
31%. Resultados semelhantes foram encontrados para Cocos nucifera (L.) em que o uso de
GA; aumentou em 50% a germinacdo de embrides zig6ticos (MONTERO-CORTES et al.,
2011).
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Figura 1: Porcentagem de germinagdo de embrides zigéticos (A) e comprimento da parte aérea de
plantulas de estrelicia (B) em funcdo de diferentes concentracdes de GA; ap6s 60 dias de
cultivo. Os dados sdo expressos como média + erros padrdo (barras).

Além disso, 0 aumento da concentracdo de GA3 promoveu o melhor desenvolvimento
da parte area, com comprimento médio de 3,14 cm com a concentracdo maxima calculada de

16,62 UM de GAg3, enquanto que na auséncia desse regulador o comprimento da parte aérea
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foi de apenas 1,12 cm (FIGURA 1B). Esse resultado provavelmente estd associado a
capacidade desse regulador de crescimento em aumentar a expressdo dos genes que estdo
relacionados com a biossintese da giberelina enddgenas e de citocininas na parte aérea, o que
causa aumento no tamanho das células e na diviséo celular (LIU et al., 2018).

J& para o crescimento do sistema radicular, 0 GA3 ndo foi importante para estrelicia,
contrariando alguns estudos que indicam que aplicacdo exdgena desse regulador de
crescimento pode causar melhor desenvolvimento do sistema radicular, devido aumento da
expressao de genes relacionados com a sintese e transporte de auxina (LIU et al., 2018).
Dessa forma, para estrelicia ndo ocorreu diferenca 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 assimilacdo do nitrogénio (AHMAD DAR et al., 2015). Dessa forma,
esse aumento pode ter contribuido para o melhor desenvolvimento das plantulas, visto que,
essa enzima é responsavel pela redugdo de nitrato em nitrito, sendo entdo a primeira reacao
para a assimilacdo de nitrogénio nas plantas, o qual esta presente em muitas macromoléculas
essenciais (KRAPP, 2015).
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Figura 2: Atividade da enzima redutase do nitrato em plantulas de estrelicia em funcdo da presenca de
GA; (A) e atividade da enzima na parte aérea e no sistema radicular de plantulas de estrelicia
(B). Os dados sdo expressos como média * erros padrdo (barras). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Observou-se maior atividade dessa enzima em plantulas provenientes de embrides
regenerados com 20 pM de GA; (682,27 uM NO,” min™ mg™ proteina) quando comparado
com plantulas na auséncia desse regulador (465,54 pM NO, min™ mg™* proteina) (FIGURA
2A). Esse aumento de 32% na atividade da redutase do nitrato pode ser explicado pelo fato da
aplicacdo exdgena de GA; estar relacionado com a reducdo da concentracdo de 4acido
abscisico (ABA) livre (HAMAYUN et al., 2010), pois sabe-se que o ABA diminui e
expressao dos genes dessa enzima, causando menor atividade (LU et al., 1992). Assim, na
presenca de GA3 pode-se inferir que, possivelmente, ocorre maior expressdo dos genes da
redutase do nitrato.

Quanto ao material vegetal, independentemente da concentracdo de GA; verificou-se
maior atividade da redutase do nitrato nas raizes (719,95 pM NO, min™ mg™ proteina), sendo
essa atividade 41% maior do que na parte aérea (427,86 UM NO; min™® mg™ proteina)
(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 fotoquimica
da fotossintese e em plantas cultivadas in vitro tem-se baixa taxa fotossintética (OSORIO;
OSORIO; ROMANO, 2010; ROBREDO et al., 2011). Assim, 0 nitrogénio precisa ter maior

assimilacdo no sistema radicular utilizando poder redutor proveniente da respiragédo e via das
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pentoses (BOWSHER; HUCKLESBY; EMES, 1989; ESPOSITO et al., 2005). Dessa forma,
a translocacéo de nitrato para reducdo na folha ocorre apenas quando tem saturacdo das
enzimas no sistema radicular, no entanto, o local predominante da reducéo é independente das
taxas de crescimento, ndo interferindo no local de alocacdo de biomassa (SCHEURWATER
et al., 2002), o que justifica 0 maior crescimento ter ocorrido apenas na parte aérea quando
analisado o efeito das diferentes concentragdes de GAs.

3.1.2 Efeito do GA3 na estabilidade genética das plantulas

Apesar da utilizacdo de reguladores de crescimento ser benéfica ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, alteracdes negativas na estabilidade genética podem ser
causadas (SAMARFARD et al., 2014). Dessa forma, podem ser utilizadas analises de
citbmetria de fluxo que permitem a quantificacdo do conteddo de DNA, bem como fazer uma
estimativa do nivel de ploidia, visto que, o tamanho do genoma é altamente correlacionado
com o0 numero de cromossomos. Para isso, podem ser feitas analises da fluorescéncia emitida
por fluorocromo, como o iodeto de propideo, o qual se liga ao DNA e ao RNA. Assim,
guando tem aumento do conteudo de DNA ocorre aumento da intensidade da fluorescéncia
(DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2004).

A utilizacdo de GA; na concentracdo de 20 UM para otimizar a germinacdo de
embribes zigdticos, bem como, o desenvolvimento das plantulas de estrelicia ndo apresentou
efeito sobre a estabilidade genética das plantulas, visto que ndo houve diferencas na ploidia
(FIGURA 3). Além disso, ndo apresentaram diferencas no contetido de DNA, que foi de 1,65
pg e 1,67 pg para plantas cultivadas na auséncia e na presenca de GAgs, respectivamente,
sendo que o coeficiente de variacdo para esses resultados foram de 2,95 e 2,42. Esses
resultados estdo de acordo com os dados encontrados quando o GAj; foi utilizado para
alongamento da parte aérea de Solanum melongena que também ndo apresentou diferencas no
conteddo de DNA (XING et al., 2010), mantendo assim a estabilidade genética das plantas

que sao cultivadas in vitro com GAs.
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Figura 3:Histogramas da intensidade relativa do iodeto de propideo usando nucleos de folhas de
plantulas de estrelicia cultivadas em meio MS na auséncia de GA; (A) e plantulas cultivadas
em meio MS suplementado com 20 uM de GA; (B).

3.2 Influéncia da temperatura na regeneracdo de embrides zigdticos, desenvolvimento de

plantulas e metabolismo antioxidante

Além do tratamento com o GAgs, o efeito da temperatura também foi avaliado na
regeneragdo e desenvolvimento das plantulas. Ndo houve efeito da temperatura sobre a
germinagdo dos embrides zigoticos de estrelicia, tanto aos 7 como aos 60 dias, apds a
inoculacdo, ocorrendo 67% de embrides germinados. No entanto, ap6s 60 dias, o
comprimento da parte aérea foi maior na temperatura constante de 25°C (2,83 cm) e na
alternada de 30/25°C (2,72 cm) (FIGURA 4A). Para o comprimento da raiz 0s maiores
valores (2,6 cm) foram encontrados apenas sob condic¢des de temperatura constante de 25°C,
enguanto que os tratamentos com temperaturas alternadas de 30/25°C e 30°C apresentaram
comprimento de 1,53 cm e 1,17 cm, o que corresponde a uma reducdo de 41% e 55%,

respectivamente, em relagdo ao uso de 25°C (FIGURA 4B).
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Figura 4: Influéncia das temperaturas constantes de 25°C e 30°C e alternada de 30°C/25°C sobre o
comprimento da parte aérea (A) e comprimento da raiz (B) apds 60 dias. Os dados sdo
expressos como média + erros padrdo (barras). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Em muitos casos, essa reducdo do crescimento com o aumento da temperatura esta
relacionada com alteracGes de processos metabdlicos, uma vez que, ocorre desnaturacdo de
proteinas, inativacdo enzimatica e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), levando a perda de vigor e desenvolvimento anormal das plantas
(HEMANTARANUJAN et al., 2014). No entanto, a presenca de um sistema antioxidante pode
minimizar o efeito deletério das EROs (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2012).

No cultivo de estrelicia, com o aumento da temperatura ocorreu também aumento da
atividade de algumas enzimas do sistema antioxidante. Assim, plantulas de estrelicia que se
desenvolveram na temperatura de 30°C apresentaram atividade da SOD e da APX mais
elevadas quando comparadas com a temperatura de 25°C e com a temperatura alternada de
30/25 °C (FIGURA 5).

A atividade da SOD foi de 0,91 U SOD pg™ proteina na temperatura de 30°C o que
corresponde a 40% e 32% a mais na atividade dessa enzima quando comparado com a
temperatura de 25°C (0,55 U SOD pg* proteina) e 30/25°C (0,62 U SOD pg™ proteina),
respectivamente (FIGURA 5A). Esse aumento na atividade da SOD evita a formagdo de
radical hidroxila via reacdo de Haber-Weiss. No entanto, por ser a primeira linha de defesa,
acarreta na formacao de H,0O, que também causa problemas de oxidacdo no sistema, assim,

apenas 0 aumento da atividade dessa enzima ndo é suficiente para a eficiéncia do sistema
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antioxidante. Dessa forma, a presenca de enzimas, como a APX e CAT, que levam a
dismutacdo do H,O, em H,0 e O, € de extrema importancia para aliviar os efeitos do estresse
oxidativo (GILL; TUJETA, 2010; SILVA et al., 2017).

A atividade da APX na temperatura mais elevada (30°C) foi de 10,28 pmol de
ascorbato (AsA) min™ ug™ proteina enquanto que em 25°C foi 7,73 pmol AsA min™ g™
proteina e em 30%/25°C foi 6,68 pmol AsA min™ pg™ proteina, o que corresponde a um
aumento de 25% e 35% na atividade quando comparada a temperatura de 30°C com a de 25°C
ou 30°/25°C, respectivamente (FIGURA 5B). Ja a atividade da CAT apresentou atividade
média de 0,30 pmol H,O, min™ mg™ proteina, ndo diferindo entre as temperaturas avaliadas.
Isso pode ser explicado pelo fato da CAT operar sem a presenca de um agente redutor se
tornando energeticamente eficiente para a remocao apenas de altas concentragdes de H,O, e a
APX ser responsavel pela eliminacdo quando o H,O; esta 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 conversdo, sendo possivel fazer a dismutacdo de 6
milhGes de moléculas de H,O, para H,O e O, por minuto, e por isso, sua atividade é
indispensavel para o aliviar o estresse oxidativo de muitas espécies (GILL; TUJETA, 2010).
Assim, apenas o aumento da atividade enzimatica da SOD e da APX pode ndo ter sido
suficiente para aliviar o estresse causado pelas altas temperaturas, comprometendo o
desenvolvimento de estrelicia.

Além disso, para muitas espécies, em condi¢cdes extremas o aumento da atividade do
sistema antioxidante ndo é suficiente para aliviar o estresse oxidativo, devido a producdo
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 25°C, comumente utilizada em salas de crescimento, permite melhor

desenvolvimento das plantulas de estrelicia.
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Figura 5: Atividade das enzimas SOD (A) e APX (B) em plantulas de estrelicia submetidas as
diferentes condicdes de temperaturas (25°C, 30°C/25°C e 30°C). Os dados sS40 expressos
como média + erros padrédo (barras). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

4 CONCLUSOES

O uso de 20 uM de GA; acrescido ao meio de cultura proporciona melhor germinacao
de embriBes zigoticos, maior crescimento das plantulas e atividade da redutase do nitrato, ndo
causando alteragdes na estabilidade genética das plantulas. A temperatura recomendada para o
crescimento das plantulas de estrelicia € de 25°C, sendo que em 30°C ocorre maior atividade
das enzimas SOD e APX. Assim, para o estabelecimento in vitro de estrelicia deve-se utilizar

a concentracao de 20 uM de GA3; com temperatura de 25°C na sala de crescimento.
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RESUMO

A micropropagacdo pode ser uma alternativa viavel para a reproducéo de estrelicia, devido as
dificuldades de propagacdo que a espécie apresenta. No entanto, mudas produzidas in vitro
podem apresentar limitagdes durante a multiplicagéo e aclimatizacgdo, havendo necessidade de
desenvolver uma metodologia para otimizar essas etapas. Dessa forma, objetivou-se otimizar
0 processo de multiplicacdo com acréscimo de citocinina ao meio de cutlura e a aclimatizagao
de plantas de estrelicia utilizando telas fotoconversoras. Brotagdes com 2,0 cm obtidas da
germinacdo de embrides in vitro foram excisadas e inoculadas em meio MS suplementado
com0, 5,10 e 20 uM de BAP ou 0, 5, 10 e 15 uM de TDZ. Para a aclimatizacdo, as plantulas
com 60 dias provenientes da germinacdo de embrides in vitro, foram transferidas para
recipientes plasticos com substrato comercial Tropstrato® e mantidas em sala de crescimento
na auséncia de telas fotoconversoras e com telas vermelha e azul. Os resultados demonstraram
que 20 uM de BAP proporcionou maior formacao de brotacbes (1,46), porém, apresentou
reducdo do comprimento da parte (2,71), além de incremento da oxidacdo do meio de cultura
(2,53). J& 0 uso de TDZ ndo estimulou a formacdo de novas brotacdes. Durante a
aclimatizacdo, a maior taxa de sobrevivéncia (66,7%) ocorreu para as plantas mantidas sem as
telas fotoconversoras. Assim, pode-se concluir que o uso de 20 UM de BAP ¢ indicado para a
multiplicacdo de estrelicia, ndo sendo indicado o uso de telas fotoconversoras durante a etapa
de aclimatizacéo.

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Multiplicacdo. Citocininas. Telas fotoconversoras.



53

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 uM BAP or 0, 5, 10 and 15 uM 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 uM 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 uM 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 INTRODUCAO

A micropropagacdo permite a rapida multiplicacdo in vitro de gendtipos
geneticamente superiores e isentos de doencas, sendo uma alternativa viavel para plantas que
apresentam dificuldade na propagagdo convencional, como o caso de estrelicia (Strelitzia
reginae Banks ex Aiton), uma planta ornamental tropical que apresenta dorméncia quimica e
fisica das sementes e pequeno numero de brotos formados a partir da divisdo de rizomas
(KELLER et al., 2013; PAIVA et al., 2004).

Para a multiplicacdo in vitro, geralmente é realizada a suplementagdo do meio de
cultura com reguladores de crescimento, principalmente com substancias que atuam como
citocininas. Dentre esses reguladores de crescimento, um dos mais utilizados durante o
processo de propagacdo in vitro € a 6-benzilaminopurina (BAP) (LEITZKE; DAMIANI,
SCHUCH, 2010). Essa citocinina ¢ muito eficiente na inducdo de gemas adventicias em
diversas espécies, como ja foi constatado para Heliconia bihai (L.) L. e Etlingera elatior, as
quais apresentam aumento de 92,5% e 78% na inducdo de brotacbes quando utilizadas as
concentracdes de 11 uM e 31,08 uM de BAP, respectivamente (ULISSES et al., 2010;
YUNUS et al., 2012). No entanto, para estrelicia, tem-se a média de 1,0 broto por explante
obtido da germinacdo de embribes zigoticos na presenca de 40 uM de BAP (PAIVA et al.,
2004), havendo, assim, a necessidade de novos estudos para a propagacdo e producdo de
mudas in vitro.

Adicionalmente, estudos com o thidiazuron (TDZ) também tem sido realizados, sendo
gue com a utilizacdo desse regulador de crescimento na concentracdo de 2,2 UM ocorreu
aumento de 6 brotos por explante em Cotoneaster wilsonii, uma espécie ornamental endémica
(SIVANESAN et al., 2011).

Essas plantas provenientes da micropropagacdo podem apresentar limitagdes de
adaptabilidade durante o processo de transferéncia para o ambiente ex vitro, uma vez que,
durante o cultivo in vitro, devido as condi¢Ges controladas do meio de cultura, condi¢Bes
assépticas, baixas taxas de fluxo de fétons e alta umidade relativa podem ocorrer alteraces

morfologicas, anatdmicas e fisioldgicas nas plantas (DIAS et al., 2014; XIAO; NIU; KOZALI,
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2011). Assim, o controle da intensidade e da qualidade da radiacdo na etapa de aclimatizagao
pode ser uma alternativa vidvel para aumentar a sobrevivéncia das plantas durante essa etapa,
visto que, o0 aumento da densidade de fluxo de fotons no ambiente ex vitro pode ocasionar
danos foto-oxidativos no aparato fotossintético (OSORIO; OSORIO; ROMANO, 2010).

Dessa forma, telas fotoconversoras podem ser utilizadas, pois além de mudangas
Opticas de disperséo e reflectancia, sdo eficientes para modificar o espectro da radiacéo, o que
pode otimizar a aclimatizacao das espécies, como ocorrido para banana (SILVA et al., 2014).
Sabe-se que a radiacdo vermelha (600-700 nm) e azul (420-450 nm) apresentam importantes
funcdes para as respostas fisiologicas e morfologicas nas plantas, sendo importantes para o
processo fotossintético, alongamento da parte aérea, fototropismos, gravitropismos, sintese de
clorofila, abertura estomatica e fotomorfogénese (BRAGA et al., 2009; OUZOUNIS et al.,
2015). Dessa forma, a utilizacdo de telas fotoconversoras azul e vermelha, as quais
apresentam pico principal de transmitancia na regido do verde-azul (400-540 nm) e vermelho
e vermelho-distante (superiores a 590 nm), respectivamente, pode contribuir para o0 melhor
desenvolvimento das plantulas durante a aclimatizacdo (BRAGA et al., 2009; OREN-
SHAMIR et al., 2001).

Assim, objetivou-se desenvolver uma metodologia para a multiplicagdo in vitro
utilizando BAP e TDZ e um protocolo utilizando telas fotoconversoras durante a

aclimatizacdo de plantas de estrelicia regeneradas a partir do cultivo de embrides zigoticos.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal
Sementes maduras de estrelicia com coloracdo acinzentada foram coletadas de frutos
deiscentes, a 21° 45° de latitude Sul e a 45° 00’ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e

levadas para o laboratério 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 camara de fluxo laminar por meio da imersdo por 30 segundos em &lcool 70% e
em seguida em hipoclorito de sédio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada. Apos a assepsia, 0s embrides zigoticos foram excisados com auxilio
de bisturi e inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30
g. L™ de sacarose, solidificado com 2,5 g L™ de Phytagel® acrescido de 0,4 g L™ de
polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al., 2004) e 20 uM de &cido giberélico (GA3). O pH do
meio foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Apds a inoculacéo, 0s
embrides foram acondicionados no escuro por 7 dias (ULISSES et al., 2010) e, em seguida,
transferidos para sala de crescimento sob condi¢fes controladas (fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2°C e irradiancia de fétons de 36 umol m™s™) onde foram mantidos por
60 dias.

2.2 Efeito do BAP e TDZ na multiplicacao de plantas de estrelicia

Brotos da regido terminal da parte aérea com aproximadamente 2 cm, oriundos das
plantulas j& estabelecidas in vitro, foram transferidos para meio MS acrescido de 30 g. L™ de
sacarose + 2,5 g L™ de Phytagel®+ 0,4 g L™ de PVP (PAIVA et al., 2004) suplementado com
0,5 10 e 20 uM de BAP ou 0, 5, 10 e 15 pM de TDZ com pH ajustado para 5,8 e
autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Apds a inoculacdo, os explantes foram mantidos no escuro por 7 dias (ULISSES et al.,
2010) e posteriormente foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 + 2°C. Aos 60 dias ap6s a inoculacdo avaliaram-se: nimero de
brotacfes, comprimento da parte aérea (cm) e oxidacdo dos explantes. Essa oxidacdo foi
classificada com notas 0, 1, 2 e 3, sendo que a nota 3 foi atribuida quando o meio de cultura
apresentou total oxidacao, enquanto que os meios de cultura que ndo apresentaram receberam
nota O (FIGURA 1).



57

Figura 1: Escala de oxidacdo de estrelicia quando submetida a diferentes concentracbes de BAP e
TDZ. Nota 3 atribuida a maior oxidagdo e nota 0 auséncia de oxidagdo. Barra: 1 cm

2.3 Efeito de telas fotoconversoras na aclimatizacédo de plantas de estrelicia

Plantulas de estrelicia ja desenvolvidas com raiz, provenientes da germinacdo de
embrides zigoéticos desenvolvidos em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g. L™ de sacarose, solidificado com 2,5 g L™ de Phytagel® acrescido de
0,4 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) (PAIVA et al., 2004) e 20 uM de &cido giberélico
(GA3), apos 60 dias de inoculacdo, foram transferidas para recipientes plasticos de 200 mL
contendo substrato comercial Tropstrato® e mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C, com irradiancia de fotons de 76 pmol m?s™. Para
avaliacdo do efeito das telas fotoconversoras utilizaram-se telas com 50% de sombreamento
vermelha e azul. Adicionalmente, algumas plantas foram cultivadas na auséncia das telas,
sendo utilizadas como controle. O periodo de aclimatizagdo compreendeu 45 dias, nos
primeiros 30 dias as plantas permaneceram cobertas com sacos plasticos transparentes e nos
Gltimos 15 dias ficaram sem a presenca desse material. Ap6s 45 dias foi avaliada a

porcentagem de sobrevivéncia (%).

2.4 Delineamento experimental e analises estatisticas
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 15
repeticdes por tratamento sendo 1 plantula por tubo na multiplicagéo e 1 planta por recipiente
plastico durante a aclimatizacdo. Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram
submetidos a analise de variancia 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 a anélise de regressdo e
a escolha da equacéo foi baseada no maior coeficiente de determinacdo (R?). As analises
foram realizadas pelo programa computacional Sistema para Anélise de Variancia — SISVAR
(FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito do BAP e TDZ na multiplicacdo de plantas de estrelicia

Para a multiplicacdo in vitro de estrelicia, foram utilizadas diferentes concentracdes de
BAP e TDZ, no entanto, o uso de TDZ ndo estimulou a formacdo de brotos. Com essa
auséncia de resposta pode-se inferir que as concentragdes utilizadas ndo foram suficientes
para aumentar a atividade de citocininas enddgenas e para inibir a oxidase/desidrogenase da
citocinina, ou ainda, foram muito elevadas o que causou desbalanceamento hormonal,
podendo ter aumentado a concentracdo de outros fitormdnios, como etileno, o que prejudica o
desenvolvimento in vitro (HUTCHINSON et al., 2014; KLEMS et al., 2011; NISLER et al.,
2016).

Ja com a utilizacdo de BAP os resultados demonstraram que ap6s 60 dias de cultivo

foi possivel obter até 4 brotos por explante, sendo a média maxima de 1,46 (FIGURA 2).
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Figura 2: Brotacdes de estrelicia obtidas apés 60 dias de inoculacdo dos explantes em meio MS
suplementado com 20 uM de BAP.

O meio MS suplementado com 20 uM de BAP induziu a formagé&o de 1,46 brotos por
explante, sendo esse valor 46% maior quando comparado com o tratamento controle, o qual
ndo apresentou nova formacédo de brotos. Assim, pode-se observar tendéncia de aumento nos
nameros de brota¢fes quando utilizou BAP no meio de cultura (FIGURA 3A). Respostas
positivas ao uso de BAP podem estar relacionadas com o rapido transporte através da
membrana plasmaética e a rapida habilidade da célula de metabolizar esse fitoregulador
guando comparado com outras citocininas (MALIK et al., 2005). Resultados satisfatorios
também foram encontrados em outras espécies ornamentais, sendo que o uso de 11 uM de
BAP promoveu a formacao de 1,64 brotos em Heliconia bihai (L.) (ULISSES et al., 2010) e
22,2 uM de BAP induziu a formagéo de 3,67 brotos em Etlingera elatior (ABDELMAGEED
etal., 2011).

Contudo, o comprimento das brotacGes foi maior apenas até a concentracdo estimada
de 6,65 UM (4,35 cm), ocorrendo menor crescimento acima dessa concentracdo. Dessa forma,
0 uso de 20 uM de BAP produziu brotagdes com comprimento médio de 2,71 cm, reduzindo
assim de 37,7% e 34,9% (4,16 cm) quando comparado com o ponto de maxima estimado e
com a média das brotacGes no tratamento controle, respectivamente (FIGURA 3B). Esses
resultados eram esperados, pois concentracdes mais elevadas de BAP podem causar
encurtamento das brotacées (VASCONCELOS et al., 2012), e também ocorreu quando 17,8

UM de BAP foi utilizado para a inducdo de brotagdes em embrides zigoticos de estrelicia,



60

sendo que nesse trabalho as brotagdes apresentaram aproximadamente 0,6 cm, enquanto que
na auséncia de BAP o comprimento médio foi de 1,22 cm (PAIVA et al., 2004).

A suplementacdo com BAP também causou maior oxidacdo do meio de cultura, sendo
que com 20 UM de BAP ocorreu oxidacdo 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 tendéncia de aumento linear (FIGURA 3C). Esse incremento pode ser
justificado pela maior exsudacdo de compostos fendlicos na presenca de reguladores de
crescimento, como foi observado em trabalhos iniciais relacionados com a oxidacdo de
estrelicia (NORTH et al., 2012). Assim, com 20 uM de BAP foi possivel obter maior inducéo
de brotagbes (média de 1,46 brotos/explante), mas esses apresentaram reducdo do
comprimento e aumento da oxidacdo do meio de cultura. No entanto, essa oxida¢do ndo
influencia no desenvolvimento normal das plantas, como foi relatado em trabalhos realizados
para controle de oxidacdo nessa espécie, ndo ocorrendo amarelamento ou queima das plantas
nessas condigcdes (PAIVA; PAIVA; PASQUAL, 2007).
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Figura 3: NUumero de brotagdes (A), comprimento das brotacdes (B) e ocorréncia de oxidacdo (C) de
plantulas de estrelicia cultivadas in vitro sob diferentes concentracdes de BAP (0, 5, 10 e 20
M) ap6s 60 dias. Os dados sdo expressos como média + erros padrdo (barras).

3.2 Efeito de telas fotoconversoras na aclimatizacdo de plantas de estrelicia

Poucos trabalhos avaliam o efeito da qualidade e da intensidade da radiacdo durante a
aclimatizacdo de plantas produzidas in vitro (RODRIGUES et al., 2015), havendo, assim a
necessidade de realizar um estudo especifico para cada espécie. Para estrelicia, a utilizacdo
de telas fotoconversoras, para controlar tanto a qualidade quanto a intensidade de radiacéo,
devido mudancas oOpticas de dispersao e reflectancia, ndo foi favoravel, com sobrevivéncia de
apenas 26,7% e 13,3% com a utilizacdo de telas fotoconversoras vermelha e azul, enquanto
que no tratamento controle, sem as telas, foi observado 66,7% de sobrevivéncia, o que é 2,5 e
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5 vezes superior a taxa de sobrevivéncia das plantas submetidas a aclimatizagdo com uso de
telas (FIGURA 4).

100
80
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40
b

20
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controle vermelha azul

Sobrevivéncia (%)

Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de estrelicia durante a aclimatizacdo na auséncia
(controle) e presenca de telas fotoconversoras vermelha e azul. Os dados s@o expressos como
média + erros padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo 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 radiacdo fotossinteticamente ativa pode ter limitado o desenvolvimento, uma
vez que, 0 minimo de radiacdo é necessario para a sintese 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 aclimatizacdo de Etlingera elatior em que melhor porcentagem de
sobrevivéncia também ocorreu sem uso de telas fotoconversoras (RODRIGUES et al., 2015).
Além disso, muitas vezes as plantas ndo 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 declinio da taxa fotossintética e da fluorescéncia
da clorofila (MATSUDA et al., 2004; SAVVIDES; FANOURAKIS; VAN IEPEREN, 2012).

Além disso, ja foi relatado que a condutancia estomatica, taxa fotossintética, fixagdo de CO; e
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eficiéncia do fotossistema Il foram promovidas pela combinagdo de luz azul e vermelha
(HOGEWONING et al., 2010; SAVVIDES; FANOURAKIS; VAN IEPEREN, 2012).
Mostrando que esses receptores tém interacdes que sdo importantes para a regulacédo
fisioldgica (SU et al., 2017), e consequentemente apenas um comprimento de onda pode

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

4 CONCLUSOES

Com os resultados encontrados nesse trabalho provou-se que é possivel induzir a
formacdo de brotos in vitro em estrelicia utilizando 20 uM de BAP, mesmo apresentando
menor crescimento e maior oxidacao.

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

maior porcentagem de sobrevivéncia (66,7%) para plantas aclimatizadas sem as telas.
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ARTIGO 3: ALTERACOES ANATOMICAS E ESTABILIDADE GENETICA EM
PLANTAS DE ESTRELICIA APOS CRIOPRESERVACAO DE EMBRIOES
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RESUMO

A estrelicia é uma planta ornamental com grande importancia econémica, contudo, o mercado
de flores e plantas ornamentais € mercado por tendéncias que variam ao longo das estacoes e
dos anos. Dessa forma, técnicas de conservacdo, como a criopreservacdo, podem ser
utilizadas para a manutencdo de espécies e cultivares, no entanto, € importante conhecer o
efeito das baixas temperaturas utilizadas no resfriamento sobre a estabilidade genética e
aspectos anatbmicos das espécies conservadas. Assim, objetivou-se avaliar a ocorréncia de
alteracbes anatbmicas e a manutencdo da estabilidade genética das plantas regeneradas a
partir de embrides zigoticos de estrelicia criopresevados. Apos realizada a desidratacdo de
embrides zigdticos por 0, 30 e 60 minutos utilizando silica-gel, esses foram criopreservados
em nitrogénio liquido (+NL). Considerando o tempo de desidratacéo, o desenvolvimento das
plantulas foi melhor em embriBes criopreservados ap6s a desidratacdo por 30 minutos, nao
ocorrendo diferencas na porcentagem de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, nem mesmo
alteracbes anatdbmicas nos tecidos fotossintéticos e mudancas na estabilidade genética das
plantas. Assim, conclui-se que é possivel fazer a criopreservacdo de embrides zigoticos de
estrelicia, ndo ocorrendo alteracdes anatdmicas e na estabilidade genética das plantas.

Palavras-chave: Strelitzia reginae. Conservacdo em longo prazo. Aclimatizacdo.
Desidratacdo. Germoplasma. Silica-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 INTRODUCAO

A manutencdo de espécies e cultivares em condi¢Bes ex vitro para produtores e
melhoristas é despendiosa e acarreta em riscos por ocorréncia de estresses bidticos e abioticos
(SEKIZAWA et al., 2011). Assim, a forma recomendada para conservacgdo é o uso de bancos
de germoplasma que permite o acesso rapido e eficiente de um grande niumero de variedades e
especies (KULUS; ZALEWSKA, 2014).

Dentre as ferramentas utilizadas para a conservacédo, a criopreservacao destaca-se por
permitir 0 armazenamento em longo prazo e em pequeno espago, sendo importante para
espécies ameacadas de extincdo e de interesse comercial (KULUS; ZALEWSKA, 2014,
PRUDENTE et al., 2016). Essa técnica consiste no armazenamento a temperaturas ultra-
baixas, geralmente utilizando nitrogénio liquido (-196 °C), ocorrendo, assim, redugdo de
processos bioquimicos e fisicos, o que permite a conservacdo do material (PANIS;
LAMBARDI, 2006; SANTOS; SALOMAO, 2017). No entanto, 0 sucesso da criopreservacio
depende do teor de agua no interior dos explantes que esta diretamento relacionado a
formagéo de cristais de gelo durante o resfriamento e reaquecimento (SILVA et al., 2014).
Dessa forma, a desidratacdo dos explantes antes do resfriamento torna-se necessaria, o que
pode ser obtido utilizando silica-gel. Esse tipo de desidratacdo fisica é eficiente para
perminitir o bom desenvolvimento de muitas espécies ap6s o processo de resfriamento,
principalmente quando deseja realizar 0 armazenamento de sementes ortodoxas, embrides
zigdticos e eixos embrionarios (KAVIANI, 2010; PINTO et al., 2016).

A criopreservacao de embrides zigdticos ou eixos embrionarios além de proporcionar
a conservacao da variabilidade genética de uma determinada espécie em longo prazo permite
a conservacao de espécies que apresentam dificuldades de germinacéo devido a dorméncia ou
outros problemas impostos pelas estruturas circundantes (PRITCHARD; BEEBY; DAVIES,
1998). Assim, a criopreservacao de embrides zigoticos € uma alternativa para a conservacao
de estrelicia (Strelitzia reginae), uma das plantas ornamentais mais utilizadas em jardins e

como flor de corte, que apresenta dorméncia quimica e fisica nas sementes (PAIVA; PAIVA;
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PASQUAL, 2007). Além disso, a criopreservagdo é importante para preservar as espécies e
cultivares de interesse comercial, uma vez que, constantemente novas cultivares sao
produzidas e introduzidas no mercado, o que pode comprometer a producdo de algumas
espéecies utilizadas na atualidade, e que futuramente podem retornar a ter importancia
econdmica (SEKIZAWA et al., 2011), como o caso de estrelicia.

No entanto, € importante que durante o processo de armazenamento em baixas
temperaturas, as quais podem causar crioinjiria, ndo ocorram alteracdes na estabilidade
genética e na anatdmia dos tecidos, o que pode prejudicar o potencial de regeneracdo e
aclimatizagcdo das plantas (KULUS; ZALEWSKA, 2014; PANIS; LAMBARDI, 2006).
Entretanto, ainda ndo existem relatos de técnicas para criopreservacao de estrelicia.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o processo de criopreservacdo de embrides zig6ticos
de estrelicia, além de, avaliar as alteracdes anatbmicas e a estabilidade genética das plantas

regeneradas e aclimatizadas a partir de embrides zig6ticos criopreservados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Sementes maduras de estrelicia com coloracdo acinzentada foram coletadas de frutos
deiscentes, a 21° 45’ de latitude Sul ¢ a 45° 00’ de longitude Oeste, a uma altitude de 920 m e
levadas para o laboratério 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 camara de fluxo laminar por meio da imersdo por 30 segundos em alcool 70% e
em seguida em hipoclorito de sédio 2,5% por 15 minutos, sendo lavadas trés vezes em agua
destilada e autoclavada. Apés a assepsia, 0s embrides zigoticos foram excisados com auxilio

de bisturi. Esses embrides foram desidratados em silica-gel em camara de fluxo laminar.
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2.2 Criopreservacdo dos embrides zigoticos

A determinacdo do teor de agua inicial foi feita pelo método padrédo de estufa a 105 +
3°C. Para isso, embrides zigoticos foram excisados e pesados para a obtencéo do peso Umido,
e apos 24 horas em estufa foi obtido o peso seco. O contetdo de umidade foi calculado pela
férmula MC% (Contetdo de umidade) = [ (peso Umido — peso seco) x 100) ]/peso umido
(PINTO et al., 2016). Para isso foram utilizadas trés repeticdes com 20 embrides cada.

Ap0s a determinacao do teor de agua inicial foi realizada a desidratacdo dos embrides
zigoticos pelo método fisico, utilizando caixas Gerbox® (11 x 11 x 3 cm), contendo 160 g de
silica-gel, por diferentes periodos de tempos: 0 (controle, sem desidratacdo), 30 e 60 minutos.
Apds a desidratacdo, foram utilizados 15 embrides zigéticos por tratamento. Para a
criopreservacao, os embrides zigoticos desidratados em cada periodo (30 e 60 minutos) e o
controle, sem desidratagdo, foram transferidos para criotubos (2 mL) e imersos em nitrogénio
liqguido por no minimo 60 minutos (+NL). Posteriormente, foram submetidos ao
descongelamento, colocando os criotubos em banho-maria a 40°C durante 3 minutos.

Apbs o descongelamento, os embrides foram inoculados em meio de regeneracao,
constituido de sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,4 M de
sacarose, 2,5 g L™ de Phytagel® e 0,4 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) com pH ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, onde permaneceram por 24 horas. ApGs esse periodo, 0s
embrides foram inoculados em meio constituido de sais MS suplementado com 30 g L™ de
sacarose, solidificado com 2,5 g L™ de Phytagel® acrescido de 0,4 g L™ de PVP (PAIVA et
al., 2004) e 20 uM de &cido giberélico (GAs), pH ajustado para 5,8 e autoclavado a 121°C por
20 minutos. Para os tratamentos controles, foram utilizados os mesmos periodos de
desidratacdo, mas ndo passaram pelo processo de criopreservacdo (-NL), sendo inoculados
diretamente no meio para regeneracéao.

Os embrides foram mantidos por 7 dias no escuro (ULISSES et al., 2010) e entdo
transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2 °C,
com irradiancia de fétons de 36 umol m?s™, por 60 dias. Aos 7 dias apés a inoculacéo foi

avaliada a porcentagem de germinacédo e aos 60 dias foi realizado novamente a avaliagéo da
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porcentagem de embribes zigdticos germinados (%), comprimento da raiz e da parte aérea

(cm).
2.3 Aclimatizacado

Aos 60 dias apds a inoculacdo, as plantulas regeneradas a partir dos embrides zigoticos
criopreservados (+LN) e ndo criopreservados (-LN) foram transferidas para recipientes
plésticos de 200 mL contendo substrato comercial Tropstrato® e cobertas com sacos plasticos.
As plantulas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 + 2°C, com irradiancia de f6tons de 76 umol m?s™,

Os recipientes permaneceram cobertos com envoltério plastico nos primeiros 30 dias
para a manutencdo da umidade e, apds 45 dias de aclimatizacdo, foi avaliada a porcentagem

de sobrevivéncia (%) dessas plantas.
2.3.1 Avaliac6es anatdbmicas

As amostras para as analises anatdmicas foram coletadas ap6s 45 dias de
aclimatizacdo. Foram coletadas folhas completamente expandidas, as quais foram
armazenadas em alcool 70% (v:v) até a realizacdo dos cortes anatdmicos.

Os cortes anatdbmicos foram realizados nas regides medianas das folhas, sendo os
cortes transversais feitos com auxilio de micrétomo de mesa e os paradérmicos, adaxial e
abaxial, a méo livre, utilizando laminas de aco. Posteriormente, foram submetidos a
clarificacdo com hipoclorito de sddio 2,5%, triplice lavagem em &gua destilada e foram
corados com solucdo de azul de Alcian a 0,1% e safranina a 0,1% (KRAUS; ARDUIN, 1997).
Foram montadas laminas semipermanentes utilizando agua glicerinada 50%, e estas foram
seladas com esmalte incolor. As laminas foram observadas e fotografadas em microscopio
Zeiss Scope AX10® acoplado & camera digital e fotomicrografadas em software Axio Vision
R.L. 4.8% sendo analisada para os cortes paradérmicos a densidade estomética obtida pelo
nimero de estdmatos por mm? (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009), enquanto para os cortes
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transversais foram realizadas observagdes da estrutura do mesofilo, com 9 repeti¢cbes por

tratamento.
2.3.2 Estabilidade genética - analises de citdmetria de fluxo

A estabilidade genética foi avaliada por meio de citdmetria de fluxo que permitiu
avaliar o conteudo de DNA e a ploidia de plantas aclimatizadas provenientes de embrides
criopreservados (+NL) comparando com os ndo criopreservados (-NL). Para isso suspensdes
nucleares de 50 mg de folhas apos 45 dias de aclimatizacdo foram preparadas e os nucleos
foram liberados das células cortando amostras desse material com laminas de bisturi em 1,0
mL de tamp&o de extracdo de nicleos LB01 (DPOOLEZEL, BINAROVA, LCRETTI, 1989,
1989). A suspensdo do nucleo foi inicialmente filtrada em malhas de 50 um para remover 0s
fragmentos, corada com 25 pL ml™ de iodeto de propideo e entdo as amostras foram
analisadas por 4 minutos, sendo que pelo menos 6.000 nucleos foram analisados quanto a
emissdo de fluorescéncia para a quantificacdo de DNA. O padréo de referéncia utilizado foi
folha de ervilha (Pisum sativum — 9,09 pg). Para as analises foram utilizadas 3 folhas com 5
repeticdes de cada.

Os histogramas foram obtidos utilizando o citdmetro FacsCalibur® (Becton Dickinson)
e analisados com o programa Cell Quest (DICKINSON, 1998). As quantidades de DNA (pg)
das plantas foram obtidas por meio da equacdo: quantidade de DNA (pg) = (posi¢do do pico

G1 da amostra/posicéo do pico G1 da ervilha) x 9,09.
2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com o0s
tratamentos distribuidos em esquema de fatorial 2x3, referentes ao armazenamento em NL
[Né&o criopreservado (-NL) e criopreservados (+NL)] e periodos de desidratacdo em silica-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 estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS

3.1 Criopreservacao de embriGes zigdticos de estrelicia

O teor inicial de agua de embriGes zigoticos de estrelicia foi de 16,79%. A
desidratacdo em silica-gel por 30 e 60 minutos resultou na reducdo do teor de &gua de
aproximadamente 11,38 % e 11,49 %, respectivamente, comparado ao teor inicial.

A germinacdo dos embribes zigdticos foi avaliada aos 7 e 60 dias apos a
criopreservacao. Nao houve interacdo entre a criopreservagdo e os tempos de desidratacéo,
mostrando que o0s tempos de desidratacdo ndo influenciaram na germinacdo apds a
criopreservacdao. Observou-se ainda que quando comparadas as médias dos embribes
submetidos a criopreservacgdo (+NL) com o controle (-NL), houve diferencas na porcentagem
de germinacdo entre embriBes criopreservados tanto aos 7 (63,9 %) como aos 60 dias (66,13
%) quando comparado com os embrides do tratamento controle (79,6 % e 86,4 %) (FIGURA
1).
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Figura 1: Germinacdo (%) de embrides zigoticos de estrelicia criopreservados (+LN) e nédo
criopreservados (-LN) aos 7 dias e 60 dias ap6s a inoculacdo. Os dados sdo expressos
como média + erros padrdo (barras). Letras minusculas comparam os dados de germinacgao
apos 7 dias e letras maitsculas ap6s 60 dias.
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O desenvolvimento das plantulas ap6s o processo de germinacdo dos embrides
zigoticos foi influenciada pela criopreservacdo e pelo periodo de desidratacdo em silica-gel,
ocorrendo interacdo entre esses fatores. As analises de comprimento da parte aérea e de raiz
demonstraram que para os embrides que ndo foram criopreservados (-LN) os periodos de
desidratacdo ndo influénciaram no desenvolvimento da plantula (FIGURA 2). No entanto, em
embrides criopreservados em nitrogénio liquido, a desidratacdo por 30 minutos prorcionou o
maior comprimento da parte aérea e das raizes, apresentando 6,77 cm e 3,24 cm,
respectivamente (FIGURA 2A e 2B). Ao contrario, com 60 minutos de desidratacdo houve
menor desenvolvimento da parte aérea (2,53 cm) e da raiz (1,66 cm) evidenciando a interacdo

entre o processo de desidratacdo e a criopreservacdo (FIGURA 2A e 2B)
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Figura 2: Comprimento da parte aérea (A) e da raiz (B) de plantulas de estrelicia provenientes de
embribes zigoticos criopreservados (+LN) e ndo criopreservados (-LN). Os dados sdo
expressos como média * erros padrdo (barras). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Letras minlsculas comparam a
criopreservacdo (-LN;+LN) dentro de cada tempo e mailsculas comparam 0s tempos de
desidratacdo dentro de +LN e -LN.

3.2 Aclimatizacao

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas apds o processo de aclimatizacao, nao foi
influenciada pelo periodo de desidratacdo e pela criopreservacéo, apresentando media geral de

62% de sobrevivéncia ap6s 45 dias. Além disso, as plantas obtidas a partir de embrifes
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criopreservados ndo apresentaram anormalidades ou sintomas de deficiéncia nutricional
(TABELA 1).

Tabela 1. Aclimatizacdo de plantas provenientes de embrides zigoticos de estrelicia
criopreservados (+LN) e ndo criopreservados (-LN). Barra: 5 cm

Periodo de
desidratacéo -LN +LN

(min)

30

60
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3.2.1 Avaliagdes anatdmicas

As avaliacOes anatdmicas das plantas regeneradas de embrides criopreservados e nao
cripreservados (controle) ndo apresentaram diferencas para o formato dos estdmatos,
densidade estomatica e estrutura do mesofilo. As plantas de estrelicia apresentam estdmatos
tetraciticos restritos a superficie abaxial, sendo uma folha hipoestomatica, com densidade de
aproximadamente 34 estdmatos (mm?) (TABELA 2).
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Tabela 2. Fotomicrografias de secBes paradérmicas da superficie abaxial de folhas de
estrelicia apos a aclimatizacdo de plantas provenientes de embrides criopreservados (+LN) e
nédo criopreservados (-LN). Setas indicam os estdmatos tetraciticos.

Periodo
de -LN +LN

desidratagdo (min)

30

60

O mesofilo dessas plantas é dorsiventral apresentando uma camada de célula
palicadica e duas ou trés camadas de células de parénquima lacunoso, sendo um mesofilo bem

diferenciado independente dos tratamentos de criopreservacdo (TABELA 3).
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Tabela 3. Fotomicrografias de secdes transversais de folhas de estrelicia apds a aclimatizagédo
de plantas provenientes de embrides criopreservados (+LN) e ndo criopreservados
(-LN). PP (Parénguima palicadico), PL (Parénquima lacunoso), CV (Cilindro
vascular).

Periodo de
-LN +LN

desidratacdo (min)

30

60
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3.2.2 Estabilidade genética

A criopreservacdo ndo apresentou efeito sobre a estabilidade genética, ndo havendo

alteracdes na ploidia de plantas regeneradas a partir de embribes criopreservados e nao

criopreservados (FIGURA 3).
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Figura 3: Histogramas da intensidade relativa do iodeto de propideo usando nucleos de folhas de
plantas estrelicia desidratadas por 0, 30 e 60 minutos e criopreservadas (+LN) e nédo
criopreservadas (-LN).

Além disso, ndo houve diferencas no contetdo de DNA de plantas provenientes de
embribes criopreservados comparado as plantas regeneradas de embrides ndo criopreservados,
apresentando 1,60 pg e 1,65 pg, sendo que o coeficiente de variacdo para esses resultados foi

de 2,70 e 2,59, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

Embrides zigoticos estdo entre as fontes de explantes utilizadas preferencialmente para
criopreservacao de espécies, uma vez que, apresentam o maximo de células meristematicas,
de pequeno tamanho, com citoplasma denso, vactolos pequenos e balango entre nucleo e
citoplasma alto (FIGURA 4A). Consequentemente, apresentam menor teor de dgua quando
comparado a outros tipos de explantes, o que favorece o sucesso da criopreservacao utilizando
a técnica de desidratacdo em silica-gel (PANIS; LAMBARDI, 2006; PINTO et al., 2016)

Figura 4: (A) Embrides zigoticos de estrelicia utilizados durante a criopreservagdo por meio da técnica
de desidratacdo em silica-gel, (B) e (C) Plantulas normais provenientes de embrides
zigéticos de estrelicia criopreservados, (D) Plantas de estrelicia com dois meses apds o
término da etapa de aclimatizacdo. Comprimento da barra: (A) 0,25 cm (B, C e D) 1,0 cm.

Com relagdo aos embrides criopreservados (+LN) e ndo criopreservados (-LN)
observou-se que independente do tempo de desidratacdo em silica-gel, 0 armazenamento dos
embrides em nitrogénio liquido reduziu a porcentagem de germinacao de 86,4 % para 66,1 %.
Dessa forma pode-se inferir que a reducdo da porcentagem de germinacao esta relacionada ao
efeito do resfriamento e ndo com os tratamentos de desidratagdo. Entretanto, mesmo com essa
reducdo da germinacdo os resultados sdo positivos, pois a taxa de germinacdo ainda foi
relativamente alta (66,1 %).

Além disso, a criopreservacdo nao afetou a regeneracdo e desenvolvimento de

plantulas normais, pois 100% das plantulas apresentaram formacéo de parte derea e raizes
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(FIGURA 4B e 4C). No entanto, diferencas foram observadas no comprimento da parte aérea
e da raiz quando foram analisados a interacdo entre a criopreservagdo e 0s tempos de
desidratacéo.

Plantulas regeneradas a partir de explantes criopreservados podem apresentar melhor
desenvolvimento quando é realizada desidratacdo moderada do explante a ser criopreservado
(WEN; WANG, 2010). Assim, plantulas regeneradas a partir de embrides criopreservados
apresentaram melhor desenvolvimento da parte aérea (6,77 cm) e da raiz (3,23 cm) quando 0s
embrides foram desidratados por 30 minutos em silica-gel, enquanto que, plantulas
provenientes de embribes que ndo foram desidratados, tiveram o desenvolvimento
comprometido. Esse resultado pode estar associado ao excesso de agua e consenquente
formacdo de cristais de gelo, causando danos aos tecidos meristematicos, que
consequentemente causa danos na germinacdo e desenvolvimento das plantulas (PANIS;
LAMBARDI, 2006).

Todavia, 0s resultados ndo seguiram a mesma tendéncia ap6s a desidratacdo em silica-
gel por 60 minutos. Esse maior tempo de desidratacdo acoplado a criopreservacdo pode ter
sido responsavel por retardar o desenvolvimento, possivelmente devido a um estresse
oxidativo mais elevado. Pois, a combinacdo desses eventos, bem como, o ciclo resfriamento-
reaquecimento podem ocasionar maior producdo de espécies reativas de oxigénio
ocasionando um desequilibrio no metabolismo e, consequentemente, comprometer o
desenvolvimento e estabelecimento normal das plantas (CHEN et al., 2015; UCHENDU et
al., 2010).

A obtencdo de pléntulas in vitro provenientes de embrides criopreservados ndo é
suficiente para afirmar o sucesso do protocolo de criopreservacdo, pois a etapa de
aclimatizacdo é importante por proporcionar a aquisicdo de mudas preparadas para o cultivo
em condicBes de campo. No entanto, a fase de aclimatizacdo é critica visto que as plantas
cultivadas in vitro apresentam caracteristicas fisilogicas e anatdbmicas que podem dificultar a
transferéncia para o ambiente ex vitro resultando na mortalidade das mudas (DIAS et al.,
2014). Adicionalmente, a criopreservacdo 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 embrides de estrelicia criopreservados ndo apresentaram alteracoes
durante a etapa de aclimatizacdo (FIGURA 4D), sendo mantida a estrutrutura do mesofilo e
da densidade estomatica dessas plantas, proporcionando adequado desempenho fotossintético.

Outro aspecto importante para ser analisado apds 0 processo de criopreservacao é a
estabilidade genética das plantas, pois podem ser causadas crioinjlrias que ocasionam a
peroxidacdo lipidica, a desnaturagdo de proteinas e mutagdes no DNA, causando alteracdes
genéticas (GALDIANO et al., 2014; KULUS; ZALEWSKA, 2014). Apo6s a aclimatizacdo, na
avaliacdo das folhas de estrelicia criopreservadas ndo foram observadas alteracbes no
conteddo de DNA e na ploidia, assegurando que as plantas apresentam as mesmas
caracteristicas das plantas obtidas de embriGes ndo criopreservados. Assim, a criopreservacao
utilizando a desidratacdo de embrides zigoticos em silica-gel pode ser considerada uma

técnica eficiente para o armazenamento em longo prazo de estrelicia.

5 CONCLUSOES

Embrides zigdticos de estrelicia podem ser criopreservados utilizando a desidratacéo
em silica-gel por 30 minutos.

As plantas provenientes de embriBes criopreservados de estrelicia ndo apresentam
alteracbes nos seus aspectos anatdmicos e na estabilidade genética decorrentes do
armazenamento em baixas temperaturas, apresentando resultados satisfatorio para

desenvolvimento durante o processo de aclimatizacéo.
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