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RESUMO

Diante da crescente demanda por produtos e subprodutos de origem florestal, a utilizacdo de
espécies de bambus que apresentam rapido crescimento e mudltiplas utilizacbes é uma
alternativa renovavel, visando atender as necessidades de mercado. No entanto, a propagacgao
dessas especies em grande quantidade, de maneira rapida e homogénea, ainda € um desafio para
0 desenvolvimento do setor. Assim, esse estudo teve como objetivo principal desenvolver
protocolos de micropropagacao para Dendrocalamus asper e Bambusa vulgaris, e para isso a
pesquisa foi dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo o objetivo do trabalho foi definir
um protocolo de micropropagacdo para D. asper e avaliar a fidelidade genética das plantas
micropropagadas. Foi possivel observar que, o uso de hipoclorito de sddio na concentracdo
(dgua:hipoclorito, v/v, 1,00 - 1,25% de cloro ativo) por 10 minutos resultou em 71,42% de
estabelecimento, aos 30 dias. A suplementacdo do meio de cultura com 3,0 mg L de BAP
resultou nos melhores valores médios para o numero de brotos por explante. Concentracdes de
2,0mg Lt e 3,0 mg L de BAP resultaram nas melhores porcentagens de brotos alongados. A
concentracdo de 4,0 mg L de AIB favoreceu a formagéo de raizes adventicias. As plantas
micropropagadas apresentaram fidelidade genética, ou seja, podem ser consideradas clones das
plantas matrizes. No segundo capitulo o objetivo foi avaliar o efeito da qualidade espectral na
multiplicacdo, alongamento e enraizamento in vitro de Bambusa vulgaris e conclui-se que a
qualidade espectral fluorescente branca é mais adequada para ser utilizada na multiplicacéo,
alongamento e enraizamento in vitro, favorecendo o desenvolvimento de brotagdes destinadas
a producdo de plantas clonais. O terceiro capitulo teve como objetivo definir um protocolo de
micropropagacao para a clonagem de Bambusa vulgaris em diferentes sistemas de cultivo e
avaliar a fidelidade genética das plantas micropropagadas. A utiliza¢do do meio de cultura semi-
sélido suplementado com 30,0 g L™ de sacarose apresentou o melhor resultado para o niimero
de brotos por explante, a concentracdo de 30,0 g L de sacarose no meio liquido resultou o
melhor valor para o alongamento de brotos. O uso do carvéo ativado no meio de cultura ndo
influenciou a formacdo de raizes adventicias. As plantas micropropagadas apresentaram
fidelidade genética e podem ser consideradas clones fieis as plantas matrizes.

Palavras-chave: Bambu. Clonagem. Cultivo in vitro. ISSR. Regulador de crescimento.
Microscopia eletronica de varredura.



ABSTRACT

In view of the growing demand for products and by-products of forest origin, the use of bamboo
species that show rapid growth and multiple uses is a viable alternative, aiming to meet market
needs. However, the propagation of these species in large quantities, quickly and
homogeneously, is still a challenge for the development of the sector. Thus, this study had as
main objective to develop the micropropagation protocols for Dendrocalamus asper and
Bambusa vulgaris, and for this purpose the research was divided into three chapters. In the first
chapter the objective of this study was to define a micropropagation protocol for D. asper and
to evaluate the genetic fidelity of micropropagated plants. The use of sodium hypochlorite, with
the concentration (water: hypochlorite, v/v, 1.00 - 1.25% active chlorine), for 10 minutes
resulted in 71.42% of establishment, within 30 days. The supplementation of the culture
medium with 3.0 mg L of BAP resulted in the best average values for the number of shoots
per explant. Concentrations of 2.0 mg L™ and 3.0 mg L™ of BAP resulted in the best percentages
of elongated shoots. The concentration of 4.0 mg L of IBA favored the formation of
adventitious roots. The micropropagated plants showed genetic fidelity, i.e., they can be
considered clones of the parent plants. In the second chapter the objective was to evaluate the
effect of spectral quality on the in vitro multiplication, elongation and rooting of Bambusa
vulgaris. The white fluorescent spectral quality is more suitable to be used in the in vitro
multiplication, elongation and rooting of B. vulgaris, favoring the development of shoots for
the production of clonal plants. In third chapter the objective of this study was to define a
micropropagation protocol for the cloning of Bambusa vulgaris in different cultivation systems
and to evaluate the genetic fidelity of micropropagated plants. The use of semi-solid culture
medium supplemented with 30.0 g L of sucrose showed the best results for the number of
shoots per explant, the concentration of 30.0 g L™ of sucrose in the liquid medium resulted in
the best results values for the elongation of shoots. Regarding rooting, the use of activated
charcoal in the culture medium did not influence the formation of adventitious roots. The
micropropagated plants showed genetic fidelity, i.e., they can be considered clones of the
selected plants.

Keywords: Bamboo. Cloning. In vitro cultivation. ISSR. Plant growth regulator. Scanning
electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

As espécies de bambus apresentam rapido crescimento e ampla ocorréncia no mundo,
com distribuicao principal na Asia, Africa e América do Sul (LIN et al., 2019). S&o plantas com
grande versatilidade e utilizadas como alimento por meio do uso de brotos comestiveis, em
artesanatos, fabricacdo de ferramentas, recuperagdo ambiental, controle de eroséo e protecdo
do solo, alternativa aos combustiveis fosseis para a producdo de energia e celulose para a
fabricacdo de papel (MOURA et al., 2019; YORMANN; RUGOLO; APOSTOLO, 2020).

Devido a elevada capacidade de adaptacdo em diversos regimes ambientais e a
condicGes edaficas tropicais, subtropicais e regides temperadas (BHANDAWAT et al., 2019),
0 Brasil é detentor da maior diversidade de bambus da América Latina, com cerca de 232
espécies no total e estima-se que o pais possua uma area plantada de aproximadamente 8
milhdes de hectares (INBAR, 2017; SILVEIRA et al., 2019). Nesse sentido, dentre as espécies
cultivadas no pais estd a Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl. e a Dendrocalamus asper
Backer ex K. Heyneke, com grande destaque.

A utilizacdo das espécies de bambus no pais € pouco expressiva frente a ampla
capacidade de aproveitamento silvicultural. Diante disto e com o intuito de incentivar o cultivo
de espécies de bambus no Brasil, em 8 de setembro de 2011, foi sancionada a Lei nimero
12.484, que institui a Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do
Bambu (PNMCB), que tem por objetivo o desenvolvimento da cultura do bambu no Pais, por
meio de acdes governamentais e de empreendimentos privados (BRASIL, 2011; INBAR, 2015;
ROSA et al., 2016).

Os bambus podem ser multiplicados sexuadamente ou assexuadamente, mas os ciclos
de floracdo variam de espécie para espécie, chegando até 120 anos, e em muitos casos, as
plantas morrem depois de florescerem e as sementes apresentam baixa viabilidade (BANIK,
2015, BENTON, 2015, LIN et al., 2019; ZHAO et al., 2017). Desta maneira, para potencializar
o valor dos gendtipos superiores, a melhor opcdo € a propagacao vegetativa.

O desdobramento de touceiras e o plantio de pedacos de colmo, sdo técnicas bastante
utilizadas, mas sdo métodos trabalhosos e com baixa eficacia (COSTA et al., 2017). Apesar das
dificuldades e considerando algumas alternativas para a propagacéo das espécies de bambus, o
cultivo in vitro pode ser uma ferramenta viavel para a obtencéo de um grande nimero de plantas
clonais (FURLAN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2020).
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Desta forma, os desenvolvimentos de protocolos especificos para cada espécie sao
importantes, tendo em vista que novos estudos sobre a micropropagacdo podem contribuir para
uma maior otimizagdo do processo e reduzir os custos de producdo, apontando a necessidade
de novas pesquisas nessa area (GARCIA-RAMIREZ et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2017).

No entanto, em alguns casos, é possivel observar que essa tecnologia pode ocasionar
alteracbes genéticas conhecidas como variagdes somaclonais (LARKIN; SCOWCROFT,
1981). Tal variacao é considerada uma desvantagem quando o objetivo principal é garantir a
fidelidade genética, ou seja, quando se deseja obter uma planta micropropagada idéntica a
planta matriz. Por esse motivo é importante aprofundar os estudos relacionados a fidelidade
genética em clones obtidos por meio do cultivo in vitro, visando compreeder os fatores
envolvidos na propagacdo de bambus (KOZEN et al., 2017).

Desta maneira, 0 presente estudo teve como objetivo desenvolver e aperfeicoar
protocolos de micropropagacao de Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl. e Dendrocalamus
asper Backer ex K. Heyneke e avaliar a fidelidade genética das plantas micropropagadas por

meio da utilizacdo de marcadores moleculares ISSR.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bambus

A espécies de bambus apresentam grande diversidade fenotipica e sdo pertencentes a
familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae. Com aproximadamente 1.642 espécies
distribuidas em 120 géneros, ocupam diversos ambientes em todo o mundo, com consideravel
variabilidade de habitos, podendo ser lenhosos ou herbaceos (INBAR, 2012; JIANG, 2007).

Estima-se que as espécies de bambus cubram no mundo 22 milhdes de hectares. A
distribuicdo de bambus no mundo se estende desde a Latitude 51°N no Japéo (llha de Sakhalin)
até a Latitude de 47°S no sul da Argentina. As espécies de bambus ocorrem naturalmente em
regides tropicais, subtropicais e temperadas de todos os paises, exceto no continente Europeu.
A maior riqueza de espécies é encontrada na Asia seguido pela América do Sul, o menor niimero
de espécies é encontrado na Africa. Apresentam bom desenvolvimento em locais com
precipitacdo anual variando de 1.200 a 4.000 mm, com temperatura média anual entre 8 a 36°C
e se adaptam em diferentes tipos de solos (BYSTRIAKOVA et al., 2003; GOYAL et al., 2012;
INBAR, 2012; LIESE; KOHL, 2015).

Os bambus apresentam crescimento rapido, sdo espécies sempre-verdes e os ciclos de
floracdo variam de 15-60 anos em bambus tropicais a 60-120 anos em espécies de clima
temperado. Em muitos casos as plantas morrem depois de florescerem. O bambu pode ser
colhido entre 3 e 5 anos, sem causar desmatamento ou perda de recursos, tendo em vista que
seus sistemas radiculares séo estabelecidos no subsolo e podem emitir novos brotos a cada ano.
As espécies variam em altura de 0,5 a 40 m. O principal componente estrutural é o sistema de
rizoma subterraneo, a partir do qual os caules acima do solo (colmos) emergem (BANIK, 2015;
BENTON, 2015; ZHAO et al., 2017).

Os bambus podem ser multiplicados por meio de sementes (sexuadamente) ou por
propagacao vegetativa (assexuadamente). No entanto, ha uma deficiéncia na producdo de
sementes para a maioria das espécies, além da elevada variabilidade genética que pode existir
em mudas propagadas via seminal. Desta maneira, para explorar o valor total dos gendtipos
superiores, a melhor opcdo é a propagacdo vegetativa. Dentre algumas alternativas para a
propagacao das espécies de bambus destaca-se o cultivo in vitro. Esse procedimento pode ser

eficientemente usado para a obtencdo de mudas de espécies economicamente importantes que
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apresentam dificuldades de propagacdo (BANIK, 2015; BENTON, 2015; LIN et al., 2019;
ZHAO et al., 2017).

Mais de 4.000 usos tradicionais e 1.500 aplicacfes comerciais sdo descritas para as
espeécies de bambus, possuindo potencial para uso econdmico, ecoldgico e social devido as suas
caracteristicas morfologicas e silviculturais, incluindo os usos na construcao civil, fabricacéo
de utensilios e outras aplicacdes de bioenergia, sdo cultivadas como plantas ornamentais,
utilizadas para controlar a erosdo em areas degradadas, artesanato, como forragem, fonte de
fibra para a industria de papel e celulose, fonte de biomassa para producéo de energia e 0s
brotos comestiveis sdo utilizados para alimentacdo humana (MOURA et al., 2019;
YORMANN; RUGOLO; APOSTOLO, 2020; ZHAO et al., 2017).

No Brasil, a sua utilizacdo é considerada reduzida frente a ampla capacidade de
aproveitamento, tornando-o uma matéria prima destinada ao artesanato ou a estruturas de
construcdo temporéria. O Brasil é o pais com maior diversidade de espécies de bambus do
continente americano. Ao todo sdo 34 géneros e 232 espécies exdticas e nativas, sendo 75%
delas consideradas endémicas. Estima-se que a area total brasileira de bambuzais gira em torno
de oito milhdes de hectares. Diante disto e com o intuito de incentivar o cultivo de espécies de
bambus no Brasil, em 8 de setembro de 2011, foi sancionada a Lei nimero 12.484, que institui
a Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu (PNMCB), que
tem por objetivo o desenvolvimento da cultura do bambu no Pais, por meio de agdes
governamentais e de empreendimentos privados (BRASIL, 2011; INBAR, 2015; INBAR,
2017; ROSA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2019).

2.1.1 Bambusa vulgaris

Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl. tem origem asiatica e foi introduzida no
Brasil pelos colonizadores portugueses (BANIK, 1995; TOMBOLATO; GRECO; PINTO,
2012).

Possui colmo tortuoso que atinge aproximadamente 20 m de comprimento e diametro
variando entre 5 e 10 cm. Os colmos tém alto teor de amido, o que caracteriza um potencial
para a producéo de derivados de alcool, além da composicdo quimica do colmo se comparar a
de madeiras, 0 que potencializa sua utilizacdo na forma de carvdo vegetal (AKINLABI,;
ANANE-FENIN; AKWADA, 2017; TOMBOLATO; GRECO; PINTO, 2012; ZHAO-HUA;
KABAYASHI, 2004).
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O Brasil é detentor de grande diversidade de espécies de bambus e dentre as exoéticas
encontradas no pais estd o Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl., considerada
economicamente a espécie mais importante dentro do género Bambusa (INBAR, 2017), e séo
cultivadas visando atender a demanda por reflorestamento, recuperacdo de solo, protecdo
ambiental, construcdo de casas, fabricacdo de mdveis, implementos agricolas, artesanato e
producdo de celulose para a fabricacdo de papel (CAIRO et al., 2018; FURLAN et al., 2018;
GARCIA-RAMIREZ et al., 2014).

2.1.2 Dendrocalamus asper

Dendrocalamus asper Backer ex K. Heyneke é considerada uma das espécies mais
relevantes na subfamilia Bambusoideae que se caracteriza por plantas tropicais, onde se
conhecem 83 espécies que crescem naturalmente no sul da Asia (MONTIEL; SANCHEZ,
2006).

A espécie Dendrocalamus asper € um bambu ornamental, nativo da China e comumente
plantada na Tailandia, Vietnd, Malasia, Indonésia e Filipinas. Sendo encontrada de forma nativa
ou naturalizada em regifes temperadas, tropicais e subtropicais. As espécies naturalizadas sdo
aquelas que conseguem se estabelecer e reproduzir em ambientes nos quais foram introduzidas
(RICHARDSON; VAN WILGEN; NUNEZ, 2008; SINGH et al., 2012).

Dendrocalamus asper é conhecido como bambu gigante ou bambu balde, é bastante
resistente, flexivel e de crescimento rapido. Natural do sudoeste asiatico, essa espécie apresenta
de 20 a 30 m de altura, 8 a 20 cm de didmetro e os entrends possuem de 20 a 45 cm de
comprimento com paredes espessas (11 a 20 mm). E utilizado para a construcio de habitagdes
em muitas areas rurais, em artesanatos, sao adequados para a producéo celulose e fabricacdo de
papel, fabricacdo de utensilios domeésticos e moveis, alimentacdo através dos brotos
comestiveis, fibra, biocombustivel, construcGes diversas e fabricacdo de instrumentos musicais
(BENTON et al., 2015; INBAR, 2012).

2.2 Micropropagacgéo
A técnica de micropropagacdo ou propagacdo in vitro proporciona a clonagem de

espécies vegetais, formando novos individuos geneticamente idénticos a planta matriz. Isso

ocorre a partir de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos (folha, caule, raiz), os quais sao
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mantidos em culturas assépticas para regenerar novas plantas. E quase sempre indicada para a
espécies que sdo de dificil propagacdo pelos métodos convencionais, tornando possivel a
obtencdo de elevado nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes em menor periodo
(WENDLING; DUTRA; GROSSI, 2006). E baseada na teoria da totipotencialidade celular,
onde, onde ha possibilidade de regenerar uma planta completa a partir de uma célula, quando
colocadas condicdes favoraveis. Para que isso ocorra, sdo utilizados meios nutritivos que tem
0 objetivo de fornecer substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e participam do
controle do padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998;
HARTMANN et al., 2011).

A micropropagacdo ocorre de acordo com um procedimento padrdo, no qual os
explantes oriundos de material vegetal coletados no campo ou em casa de vegetacdo passam
por uma limpeza e desinfestacdo prévia para o estabelecimento in vitro. Apos o
estabelecimento, os explantes sdo multiplicados, alongados e enraizados in vitro ou ex vitro, e
por ultimo, aclimatizados em ambiente ex vitro (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2013).

No cultivo in vitro de espécies vegetais, a obtencdo de sucesso esta diretamente ligada
a inducao e ao controle da morfogénese. A disponibilidade e interacdo de auxinas e citocininas
no meio de cultura tem ligacdo direta com a formacao das raizes, parte aérea e calogénese.
Dentre as citocininas mais utilizadas destacam-se a benzilaminopurina (BAP) e a cinetina,
enquanto as auxinas mais comuns sdo o acido naftalenoacético (ANA), acido indolacético
(AlA) e acido indolbutirico (AIB) (BANIK, 2015; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

Um dos processos de maior complexidade em plantas propagadas vegetativamente sob
condic@es in vitro é a formacdo da raiz, principalmente quando se leva em consideracdo 0s
fatores enddgenos e exdgenos envolvidos nesse processo, que ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. A caracteriza¢do do enraizamento in vitro, ocorre por meio de inducdo de raizes
adventicias em brotacdes alongadas, advindas de gemas na fase de multiplicacdo/alongamento,
buscando a obtencdo de plantas completas para posterior transplante e aclimatizacdo para as
condigdes ex vitro (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009; OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI,
2013; SOUZA; PEREIRA, 2007).

A propagagdo in vitro para espécies de bambus é uma alternativa, considerado que por
meio desta técnica existe a possibilidade de solucdo para grande parte dos problemas
observados na propagacdo tradicional. No entanto, obter explantes de bambus isentos de

contaminantes tem sido dificil na maioria das vezes, dificultando o estabelecimento in vitro. De
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maneira geral, 0 objetivo dos protocolos de regeneracao de cultura de tecidos nessas espécies,
é alcancar uma producdo em larga escala de plantas para o cultivo comercial, fornecendo
material para programas de melhoramento genético e futuros bancos de germoplasma
(BANERJEE; GANTAIT; PRAMANIK, 2011; JIMENEZ; GUEVARA, 2007).

2.3 Fidelidade genética

A micropropagacao € considerada viavel para a multiplicacdo de espécies de bambus
(MUDOI etal., 2013; SINGH et al., 2013), e tem grande importancia na clonagem de genotipos
de interesse, podendo gerar plantas com a mesma identidade genética da planta matriz. No
entanto, em alguns casos, é possivel observar que essa tecnologia pode ocasionar alteracdes
genéticas conhecidas como variagdes somaclonais (LARKIN; SCOWCROFT, 1981). Tal
variacdo é considerada como uma desvantagem quando objetivo principal € garantir a fidelidade
clonal ou quando se deseja obter uma planta micropropagada idéntica a planta matriz
(MANTELL; MATTHEWS; MCKEE, 1994).

A variacdo somaclonal € uma variacdo fenotipica que pode ser de origem genética,
quando € uma variacdo cromossdmica que se torna herdavel nas geracdes seguintes, ou de
origem epigenética, que é uma variacao transitoria devido ao estresse fisioldgico que o material
vegetal sofre, quando submetido ao cultivo in vitro que ocorrem em plantas micropropagadas
guando comparadas com a planta matriz (ILLG, 1990; WANG; WANG, 2012). Neste contexto,
variacdes genéticas sdo variagdes ndo esperadas que tem relacdo com mutacgdes que alteraram
a sequéncia de DNA. As variacdes epigenéticas estdo ligadas a modificacdes na expressao
génica herdavel, no entanto apresentam potencial reversivel, estando associadas com
modificagcdes na estrutura da cromatina e/ou na metilacdo do DNA (HENIKOFF; MATZKE,
1997).

A ocorréncia de mutacdo ndo pode ser prevista e, ao que tudo indica, varios fatores
podem alterar a frequéncia e a natureza da variagdo somaclonal, tais como, o genétipo doador
do explante, as condicGes de cultivo, o tipo de explante, o0 meio de cultura (sobretudo os
reguladores de crescimento) além do estrese ocasionado pelo préprio cultivo in vitro (ILLG,
1990; VENKATACHALAM; SREEDHAR; BHAGYALAKSHMI, 2007).

A fidelidade genética de plantas micropropagadas é comumente abordada em diversos
estudos, e quase sempre sao realizados por meio de marcadores moleculares baseados em DNA.

Os marcadores moleculares séo considerados ferramentas de grande utilidade para a deteccéo
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de varia¢Bes no genoma, aumentando o poder da analise genética das plantas. Dentre as classes
de marcadores moleculares disponiveis, os marcadores microssatélites ou ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) podem ser utilizados na discriminacdo e caracterizacdo molecular de
individuos, é uma das técnicas baseadas em PCR, que ndo necessita de informacdes
preliminares da sequéncia de DNA, se destacando assim, como alternativa eficiente para
caracterizagdo de genomas complexos (BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011; WANG,;
WANG, 2012).
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ARTIGO 1 - MICROPROPAGACAO E FIDELIDADE GENETICA DE Dendrocalamus
asper Backer ex K. Heyneke

RESUMO

A utilizacdo bambus no Brasil é pouco expressiva frente a ampla capacidade de aproveitamento
silvicultural. Dentre as espécies cultivadas destaca-se o Dendrocalamus asper, o qual apresenta
potencial econdmico. Diante disso, o objetivo do trabalho foi definir um protocolo de
micropropagacao para D. asper e avaliar a fidelidade genética das plantas micropropagadas. Na
fase de estabelecimento in vitro foi avaliado quatro tempos de imersdo em hipoclorito de sodio
(T1: 5 minutos; T2: 10 minutos; T3: 15 minutos e T4: 20 minutos). Os explantes considerados
estabelecidos foram transferidos para meio de cultura MS suplementado com trés concentragoes
de benzilaminopurina (BAP) (C1: 1,0 mg L, C2: 20 mg L* e C3: 3,0 mg L?). No
enraizamento in vitro foram avaliadas trés concentracdes de &cido indolbutirico (AIB) (C1: 2,0
mg L?; C2: 40 mg L e C3: 6,0 mg L?). A fidelidade genética foi avaliada por meio de
marcadores moleculares ISSR. O uso de hipoclorito de s6dio na concentracao (agua:hipoclorito,
vlv, 1,00 - 1,25% de cloro ativo) por 10 minutos resultou em 71,42% de estabelecimento e
houve 62,85% de emissédo de brotacGes, aos 30 dias. A suplementacdo do meio de cultura com
3,0 mg L de BAP resultou nos melhores valores médios para o nimero de brotos por explante.
Concentracdes de 2,0 mg L™ e 3,0 mg L de BAP resultaram nas melhores porcentagens de
brotos alongados. A concentragdo de 4,0 mg L de AIB favoreceu a formacéo de raizes
adventicias. As plantas micropropagadas apresentaram fidelidade genética, ou seja, podem ser
consideradas clones das plantas matrizes.

Palavras-chave: Bambu. Clonagem. Cultivo in vitro. Regulador de crescimento. ISSR.
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MICROPROPAGATION AND GENETIC FIDELITY OF Dendrocalamus asper Backer
ex K. Heyneke

ABSTRACT

The use of bamboos in Brazil is not very significant despite the species great capacity for
silvicultural exploitation. Dendrocalamus asper stands out among the cultivated species, which
has economic potential. The objective of this study was to define a micropropagation protocol
for D. asper and to evaluate the genetic fidelity of micropropagated plants. During the in vitro
establishment phase, four periods of time of immersion in sodium hypochlorite were evaluated
(T1: 5 minutes; T2: 10 minutes; T3: 15 minutes; and T4: 20 minutes). The explants which were
considered established were transferred to an MS culture medium supplemented with three
concentrations of benzylaminopurine (BAP) (C1: 1.0 mg L™; C2: 2.0 mg L; and C3: 3.0 mg
LY. During the in vitro rooting phase, three concentrations of indolbutyric acid (IBA) were
evaluated (C1: 2.0 mg L%; C2: 4.0 mg L and C3: 6.0 mg L™). Genetic fidelity was assessed
using ISSR molecular markers. The use of sodium hypochlorite, with the concentration (water:
hypochlorite, v/v, 1.00 - 1.25% active chlorine), for 10 minutes resulted in 71.42% of
establishment and in 62.85% of sprouting emissions, within 30 days. The supplementation of
the culture medium with 3.0 mg L™ of BAP resulted in the best average values for the number
of shoots per explant. Concentrations of 2.0 mg L™ and 3.0 mg L of BAP resulted in the best
percentages of elongated shoots. The concentration of 4.0 mg L™ of IBA favored the formation
of adventitious roots. The micropropagated plants showed genetic fidelity, i.e., they can be
considered clones of the parent plants.

Keywords: Bamboo. Cloning. In vitro cultivation. Plant growth regulator. ISSR.
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1 INTRODUCAO

Com excecdo do continente Europeu, as espécies de bambus ocorrem naturalmente em
regides tropicais, subtropicais e temperadas de todos os paises. Mais de 4.000 usos tradicionais
e 1.500 aplicacGes comerciais sdo descritas para as espécies de bambus, possuindo estas,
potencial para uso econémico, ecoldgico e social devido as suas caracteristicas morfoldgicas e
silviculturais (LIESE; KOHL, 2015; ZHAO et al., 2017).

No Brasil, a sua utilizacdo é pouco expressiva frente a ampla capacidade de
aproveitamento silvicultural. Diante disto e com o intuito de incentivar o cultivo de espécies de
bambus no Brasil, em 8 de setembro de 2011, foi sancionada a Lei nimero 12.484, que institui
a Politica Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu (PNMCB), que
tem por objetivo o desenvolvimento da cultura do bambu no Pais, por meio de acdes
governamentais e de empreendimentos privados (BRASIL, 2011; INBAR, 2015; ROSA et al.,
2016).

Dentre as espécies cultivadas no Brasil, destaca-se 0 Dendrocalamus asper Backer ex.
K. Heyneke, conhecido como bambu gigante ou bambu balde. De acordo com Benton (2015)
as suas fibras produzem matéria prima considerada resistente, flexivel e de rapido crescimento.
E uma espécie utilizada para a construcio de habitacBes em muitas areas rurais e artesanatos,
sendo adequada para a producdo celulose e fabricacdo de papel, fabricacdo de utensilios
domeésticos e moveis, alimentacdo por meio dos brotos comestiveis, fibra, biocombustivel,
construcdes diversas e fabricacdo de instrumentos musicais (INBAR, 2015; SINGH et al.,
2012).

Os bambus podem ser multiplicados sexuadamente ou assexuadamente, no entanto, 0s
ciclos de floracdo variam de espécie para espécie, chegando até 120 anos, e em muitos casos,
as plantas morrem depois de florescerem e as sementes apresentam baixa viabilidade (BANIK,
2015; BENTON, 2015; LIN et al., 2019; ZHAO et al., 2017). Desta maneira, para potencializar
o valor dos gendtipos superiores, a melhor opcdo € a propagacao vegetativa.

O desdobramento de touceiras e o plantio de pedacos de colmo, sdo técnicas bastante
utilizadas, mas sdo métodos trabalhosos e com baixa eficacia (COSTA et al., 2017). Apesar das
dificuldades e considerando algumas alternativas para a propagacéo das espécies de bambus, o
cultivo in vitro pode ser uma ferramenta viavel para a obtencéo de um grande nimero de plantas
clonais (FURLAN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2016).
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A micropropagagdo tem a sua importancia na clonagem e melhoramento de gen6tipos
de interesse (TAMBARUSSI et al., 2017), podendo gerar plantas em larga escala e com as
mesmas caracteristicas genéticas da planta matriz (BRONDANI et al., 2017; HARTMANN et
al., 2011). No entanto, em alguns casos, € possivel observar que essa tecnologia pode ocasionar
alteracbes genéticas conhecidas como variagfes somaclonais (LARKIN; SCOWCROFT,
1981). Tal variacdo é considerada uma desvantagem quando o objetivo principal é garantir a
fidelidade genética, ou seja, quando se deseja obter uma planta micropropagada idéntica a
planta matriz. Por esse motivo é importante aprofundar os estudos relacionados a fidelidade
genética em clones obtidos por meio do cultivo in vitro, visando compreeder os fatores
envolvidos na propagacdo de bambus (KOZEN et al., 2017).

Nesse sentido, 0 objetivo do trabalho foi definir um protocolo de micropropagacéo para
a clonagem de Dendrocalamus asper e avaliar a fidelidade genética das plantas

micropropagadas por meio da utilizagdo de marcadores moleculares ISSR.
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2.1 Estabelecimento in vitro
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Para a conducgdo dos experimentos foram utilizadas brota¢6es oriundas de mudas de

Dendrocalamus asper produzidas por sementes com um ano de idade. As mudas foram

conduzidas em vasos com capacidade para quatro litros contento areia lavada e terra de subsolo

(1:1, v/v) como substrato, e dispostos em casa de vegetacdo localizada no Viveiro Florestal do
Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As plantas foram fertirrigadas semanalmente com solucéo nutritiva desenvolvida para o

crescimento e emissao de novas brotacdes (TABELA 1). O controle de plantas daninhas foi

realizado por meio de arranque manual. A irrigacdo foi realizada uma vez ao dia, diretamente

no substrato, evitando o contato da agua com as partes aéreas do vegetal.

Tabela 1 - Composicgéo da solugéo nutritiva para a fertirrigacdo (adubacgéo de crescimento).

Solugéo nutritiva®

Nutriente (mg L) Peso molecular

N-NOs- 60,00 14,00

N-NHa+ 30,00 14,00

P 12,00 30,97

Ca 30,00 40,08

K 80,00 39,10

S 18,92 32,06

Mg 12,00 24,31

Cu 0,10 63,54

Fe 2,00 55,85

Mo 0,02 95,94

Mn 1,60 54,94

Zn 1,96 65,37

B 1,08 10,81
Fonte de macro e micronutriente FQ/PM (mg LY
Nitrato de potassio (Nuclear®) KNOs /101,10 206,8500
Monoaménio fostato (Mallinckrodt®) NHsH2PO4 / 115,03 44 5700
Nitrato de amonio (Reagex®) NH4NOs /80,04 140,5000
Sulfato de célcio (Vetec®) CaS04.2H.0 /172,17 87,1817
Nitrato de célcio (Labsynth®) Ca(NO3)2.4H20 / 236,15 57,1800
Sulfato de magnésio (Mallinckrodt®) MgSO4.7H20 / 246,48 121,6680

Sulfato de manganés (Ecibra®) MnS04.H20 /169,01 4,9223

Sulfato de cobre (Mallinckrodt®) CuS04.5H20 / 249,68 0,3929
Sulfato de ferro (Synth®) FeS04.7H20 / 278,02 9,9520
Sédio - EDTA (Nuclear®) Naz-EDTA.2H20 / 372,24 13,3110
Molibdato de sddio (Merck®) NazMo04.2H20 / 241,95 0,0504
Sulfato de zinco (Mallinckrodt®) ZnS04.7H20 / 287,54 8,6000
Acido bérico (Ecibra®) HsBOs/ 61,83 6,2000

Nota: O pH foi ajustado para 6,2(x1) & temperatura de 25°C com &cido cloridrico (HCI) ou hidroxido
de sédio (NaOH), ambos a 1M. FQ = férmula quimica, PM = peso molecular.
Fonte: Do autor (2021).
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Aos 12 meses, as brotacdes foram coletadas e transportadas para o Laboratério de
Cultivo In Vitro de Espécies Florestais da UFLA (FIGURA 1A). Posteriormente, as bainhas
foliares foram removidas e seus resquicios cuidadosamente raspados (FIGURA 1B) com o
auxilio de estilete, a fim de que a gema seja exposta facilitando a assepsia. O material entédo foi
lavado com &gua deionizada e autoclavada e detergente neutro. Em seguida, as brotagdes foram
reduzidas a explantes nodais de 1 cm de comprimento (FIGURA 1C) e foram submetidas a
lavagem por 30 segundos em solucéo hidroalcoodlicaa 70% (FIGURA 1D), seguido de lavagem
com agua deionizada e esterilizada. Posteriormente foram imersos em solucdo contendo
hipoclorito de sédio (NaOCI) (&gua:hipoclorito, v/v, 1,00 — 1,25% de cloro ativo), onde foram
testados quatro tempos de exposi¢do ao agente desinfestante (T1: 5 minutos; T2: 10 minutos;
T3: 15 minutos e T4: 20 minutos - FIGURA 1E). Passado esse periodo de imersao, os explantes
foram transportados para camara de fluxo laminar, onde foram submetidos a quatro lavagens
com agua deionizada e esterilizada, com o objetivo de eliminar residuos superficiais de
hipoclorito de sodio (FIGURA 1F).

Finalizando o tratamento asseptico, os explantes foram inoculados verticalmente em
tubos de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 0s
quais foram vedados com filme pléastico a base de policloreto de vinila (PVC) (FIGURA 1G).
Os tubos de ensaio (20 x 100 mm) foram dispostos em sala de crescimento com temperatura de
24°C+1°C, sob irradiagdo de 40 umol m™2 st e fotoperiodo de 16 horas (FIGURA 1H e 11).

Ao final de 30 dias, foi avaliada a porcentagem de contaminacéo (fungos e/ou bactérias),
oxidacdo e emissdo de brotacGes. Os explantes isentos de contaminacdo e oxidacdo foram
considerados estabelecidos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo
avaliado quatro tempos de imersdo em hipoclorito de sédio (T1: 5 minutos; T2: 10 minutos;
T3: 15 minutos e T4: 20 minutos). Cada tratamento foi composto por 40 repeti¢bes contendo

um explante em cada repeticao.
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Figura 1 - Fluxograma da coleta de brotos, padronizacdo de explantes e assepsia testada em
explantes de Dendrocalamus asper para o estabelecimento in vitro.
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Legenda: A. brotacGes apos a coleta em campo; B. pré-assepsia com remocdo da bainha e raspagem; C.
padronizacdo dos explantes; D. lavagem por 30 segundos com solugdo hidroalco6lica a 70%; E. assepsia
dos explantes com exposicdo ao agente desinfestante; F. término da assepsia; G. inoculagdo dos
explantes in vitro; H-I. disposicéo e incubacdo dos tubos de ensaio contendo os explantes em sala de
crescimento.

Fonte: Do autor (2021).

2.2 Multiplicagéo e alongamento in vitro

As fases de multiplicagdo e alongamento ocorreram concomitantemente, os explantes
estabelecidos foram transferidos para frascos de vidro (72x72x100 mm) contendo 50 mL do
meio de cultura MS suplementado com trés concentragdes de benzilaminopurina (BAP) (C1:
1,0mg L?Y; C2:2,0mg Lt e C3:3,0mg LY. O 4cido naftalenoacético (ANA) foi suplementado
40,5 mg L™t em todos os tratamentos. Os frascos foram dispostos em sala de crescimento com
temperatura de 24°C+1°C, sob irradiagdo de 40 umol m2 s e fotoperiodo de 16 horas.

A cada 30 dias foi realizado subcultivo, mantendo-se os tratamentos. Em cada
subcultivo foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia, emissdo de brotacdes, nimero de

brotos e comprimento de brotos.
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O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, testando-se
trés concentragbes de BAP (1,0; 2,0 e 3,0 mg L™). Cada tratamento foi composto por 15

repeticdes contendo um explante em cada repeticéao.

2.3 Enraizamento in vitro

Explantes com tamanho superior a 5 cm de comprimento (oriundos das fases de
multiplicacdo e alongamento) foram inoculados em frascos de vidro (72x72x100 mm) contendo
50 mL do meio de cultura MS suplementado com trés concentragdes de &cido indolbutirico
(AIB) (C1: 2,0 mg L'%; C2: 4,0 mg L e C3: 6,0 mg L™). O meio de cultura foi suplementado
com 1,0 mg L de ANA e 0,5 mg L de BAP em todos os tratamentos. Os frascos foram
dispostos em sala de crescimento com temperatura de 24°C+1°C, sob irradiagdo de 40 pmol m”
251 e fotoperiodo de 16 horas. Ap6s 30 dias foi avaliada a porcentagem de enraizamento.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, testando-se
trés concentracdes de AIB (2,0; 4,0 e 6,0 mg L™?). Cada tratamento foi composto por 15

repeticdes contendo um explante em cada repeticéo.

2.4 Preparo do meio de cultivo

O meio de cultura foi preparado com agua deionizada, adicionando-se 6 g L™ de agar e
30 g L de sacarose (C12H22011 / 342,30 g). O valor do pH foi ajustado para 5,8 com HCI
(0,1M) e NaOH (0,1M) previamente a adi¢do do agar ao meio de cultura, e entdo autoclavado
atemperatura de 127°C (1,5 kgf cm) durante 20 minutos. O BAP (C12H11Ns / 225,25 g), ANA
(C12H1002/186,2 g) e AIB (C12H13NO2 / 203,24 g) foram adicionados ao meio de cultura antes

da autoclavagem.

2.5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas em software R Core Team (2018), com auxilio
do pacote ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013). Os dados
coletados dos experimentos foram analisados quanto a homocedasticidade e distribuigédo
normal de residuos por meio dos testes de Hartley (p > 0,05) e Shapiro-Wilk (p > 0,05),

respectivamente. Conforme os resultados dos testes de Hartley e Shapiro-Wilk, os dados foram
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transformados por teste Box-Cox. Apos, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA, p <0,05) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

2.6 Microscopia eletronica de varredura

As amostras foliares das plantas enraizadas in vitro foram coletadas e seccionadas em
tamanhos de 0,5 cm?, e colocadas submersas em microtubos (1,5 mL) contendo o fixador
Karnovsky (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 2,0%, 0,05 M de tampdo cacodilato a pH
de 7,2 + 0,001 M de CaCly) por 72 horas na geladeira. Posteriormente, as amostras passaram
por triplice lavagem em tampdo cacodilato (0,05 M) por 10 minutos cada. Em seguida, foi
iniciada a etapa de desidratacdo utilizando uma série graduada de acetona (25, 50, 75, 90 e
100%) por 10 minutos cada, sendo a concentracdo 100% repassada 3 vezes. Apds a
desidratacdo, as amostras foram colocadas em um suporte poroso contendo acetona, e
encaminhadas para a fase de secagem ao ponto critico, onde a acetona foi volatizada e
substituida pelo gas carbénico (CO2). Para a montagem das amostras foliares nos stubs, os
suportes foram envoltos por papel aluminio e fixados em fita de carbono dupla face, onde as
amostras foram depositadas. Por fim, a etapa de metalizagdo em ouro foi realizada.
Posteriormente, foi feito a observagdo em MEV (LEO EVO-40) e as imagens foram registradas.

2.7 Fidelidade genética

Folhas jovens foram coletadas do material enraizado in vitro e também das plantas
matrizes em vasos, visando avaliar a fidelidade genética. As extracdes de DNA foram realizadas
de acordo com protocolo adaptado de Ferreira e Grattapaglia (1998). Para avaliar a fidelidade
genética foram utilizados 18 primers, cujas especificacfes estdo apresentadas na Tabela 2.

As reacOes de ISSR foram preparadas em microplacas (PCR-96-Axygen Scientific),
sendo que em cada pogo foram colocados 3 puL de DNA (padronizado a 20 ng L™ para todas
as amostras) e 10 pL de mix de reacdo [1,5 mM de tampdo de PCR Phoneutria®, 1,5 mM de
dNTP, 1 U de Taq polimerase Phoneutria® (5 U uL), Taq diluente (a base de BSA e Tris HCI)
e 0,2 mM de cada primer, completando o volume final com agua ultrapura (4,2 uL)]. As rea¢des
foram amplificadas em termociclador Gene Amp PCR System 9700, seguindo as seguintes
etapas: 2 minutos a 94°C para desnaturagéo inicial; 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30

segundos a 42°C e 1 minuto a 72°C; e extenséo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de
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amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5% e corado com Gel Red TM (Uniscience).

As andlises dos amplicons foram realizadas visualmente.

Tabela 2 - Primers ISSR utilizados nas analises de fidelidade genética de individuos de
Dendrocalamus asper.

Primer Sequéncia
Chris (CA-YG
John (AG)7-YC
UBCB809 (AG)s-G
UBC811 (GA)8C
UBC814 (CT)s-TG
UBCB825 (AC)e-T
uBC827 (AC)s-G
UBCB834 (AG)8YT
UBCB835 (AG)s-YC
UBCB840 (GA)s-YT
uBC841 (GA)s-YC
UBCB842 (GA)-YG
UBCB844 (CT)e-RC
UBCB848 (CA)-RG
UBC857 (AC)BYG
UBC880 (GGAGA);3
UBCB898 (CA)s-RY
UBC901 (GT)sYR

Nota: R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (Cou T).
Fonte: Do autor (2020).
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3 RESULTADOS
3.1 Estabelecimento in vitro

A utilizacéo do cloro ativo como agente desinfestante influenciou significativamente o
estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper. Em relacdo a contaminacdo fungica
(FIGURA 2A) houve diferenca no tempo de 5 minutos, com elevada porcentagem de
contaminacéo (93,33%). O menor valor para contaminacdo fungica foi verificado no tempo 10
minutos com 11,42%.

Figura 2 - Estabelecimento in vitro de Dendrocalamus asper aos 30 dias.
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Legenda: A. Porcentagem de contaminacdo fingica; B. Porcentagem de contaminacdo bacteriana; C.
Porcentagem de oxidacdo dos tecidos; D. Porcentagem de estabelecimento in vitro e E. Porcentagem de
explantes com brotos. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Dados apresentados com média + erro padréo.

Fonte: Do autor (2021).
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No que diz respeito a porcentagem de contaminagédo bacteriana, em todos os tratamentos
testados houve manifestacdo de bactérias, com valores entre 4,8% e 17,4%, ndo existindo
diferenca significativa entre os tempos avaliados (FIGURA 2B).

No que diz respeito a porcentagem de oxidacdo, houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos avaliados (FIGURA 2C), sendo possivel observar que quanto maior foi o tempo de
exposicdo ao cloro ativo (20 minutos) maior foi a porcentagem de oxidacdo (40%). Nos
menores tempos de exposicao ao cloro ativo (5 e 10 minutos) ndo houve oxidagdo dos tecidos.

O estabelecimento in vitro foi significativamente influenciado pelos diferentes tempos
de exposicdo ao cloro ativo e as maiores porcentagens de estabelecimento (71,42%) e de
explantes que emitiram brotacdes (62,85%), foram observadas no tratamento com 10 minutos
de exposicédo ao cloro ativo (FIGURA 2D e 2E).

3.2 Multiplicagdo e alongamento in vitro

As fases de multiplicacdo e alongamento ocorreram concomitantemente. Acerca da
sobrevivéncia, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos avaliados, com
valores variando de 75% a 100% (FIGURA 3). Com isso, pode-se considerar que o protocolo
utilizado para a multiplicagéo e alongamento in vitro de D. asper tenha sido eficiente, de acordo
com esse parametro avaliado, devido a baixa porcentagem de mortalidade dos explantes e

porcentagem de emissdo de brotos considerada adequada.

Figura 3 - Sobrevivéncia in vitro em Dendrocalamus asper em relacdo da utilizacdo de AIB e
em relagéo aos subcultivos.

a
100 4 e a a .0 BAP

a a a| a E=320BAP
= 3,0 BAP

80 4
60 1

40 A

Sobrevivéncia (%)

20 A

Sub 1 Sub 2 Sub 3
Subcultivos

Legenda: Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).
Dados apresentados com média * erro padréo.
Fonte: Do autor (2021).
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Houve diferenca significativa para o0 nimero médio de brotos entre os tratamentos
avaliados (FIGURA 4A e 4B), em que os maiores valores foram observados com a utilizagéo
de 3,0 mg L™ de BAP (2,2 brotos por explante) e no terceiro subcultivo realizado aos 90 dias
(2,1 brotos por explante).

Em relagdo ao comprimento de brotos, os maiores valores foram observados nos
tratamentos onde houve suplementacdo de 2,0 e 3,0 mg L™ de BAP ao meio de cultura,
resultando em brotos com comprimento médio de 4,4 cm e 5,0 cm, respectivamente (FIGURA
4C).

No que diz respeito ao numero de subcultivos (realizados a cada 30 dias), os maiores
valores médios de comprimento de brotos foram verificados no segundo (4,48 cm) e terceiro
(5,1 cm) subcultivos (FIGURA 4D).

Figura 4 - Multiplicacdo e alongamento in vitro de Dendrocalamus asper.
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Legenda: A-B. numero de brotos por explante em relacdo da utilizacdo de BAP e em relacdo dos
subcultivos; C-D. comprimento de brotos em relacdo da utilizagdo de BAP e em relacdo dos subcultivos.
Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Dados
apresentados com média + erro padrao.

Fonte: Do autor (2021).
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3.3 Enraizamento in vitro

No que diz respeito ao enraizamento, houve diferenca significativa entre os tratamentos
avaliados, havendo a emissdo de raizes adventicias (FIGURA 5) apenas no tratamento em que
foi utilizado 4,0 mg L™t de AIB (60% de enraizamento).

Figura 5 - Enraizamento in vitro em Dendrocalamus asper em relagdo da utilizacdo de AIB aos
30 dias.
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Legenda: Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).
Dados apresentados com média * erro padréo.

Fonte: Do autor (2021).

3.4 Microscopia eletrénica de varredura

Por meio da microscopia eletrénica de varredura foi possivel verificar as caracteristicas
anatémicas da superficie foliar de plantulas de D. asper cultivadas in vitro (FIGURA 6). A
superficie adaxial da lamina foliar tem estdmatos, espinhos, tricomas unicelulares curtos,
longos e microtricomas, ambos em pequenas quantidades (FIGURA 6A). Na Figura 6B é
possivel observar estdbmatos envoltos por papilas epidérmicas e microtricoma.

Na superficie abaxial (FIGURA 6C), observa-se tricomas em forma de gancho, tricomas
unicelulares longos, estdmatos arranjados em fileiras proximos aos tricomas e uma grande

densidade de papilas. Na Figura 6D, em alta amplia¢do, sdo observados com maior detalhe as
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papilas, estando muitas vezes associadas aos estbmatos, tricomas em forma de gancho,

microtricoma, espinho e o padrdo de distribuicdo dos estdmatos.

Figura 6 - Caracteristicas anatdmicas da superficie foliar de Dendrocalamus asper cultivado in
vitro.

Legenda: A. Secgdo paradérmica da face adaxial com presenca de tricomas unicelulares, estdmatos,
espinhos e microtricomas. B. Detalhes dos estdbmatos e presenca de microtricoma. C. Face abaxial, nota-
se microtricomas, espinhos, papilas, estdmatos e tricomas. D. Detalhe dos estdmatos com papilas e
tricomas em forma de gancho. (ep) espinho, (es) estbmato, (mt) microtricoma, (pp) papila, (tg) tricoma
em forma de gancho, (tu) tricoma unicelular.

Fonte: Do autor (2021).

3.5 Fidelidade genética

Constatou-se que os individuos micropropagados sdo clones idénticos das plantas
matrizes de Dendrocalamus asper (FIGURA 7). Os 18 primers testados amplificaram e

produziram amplicons estaveis, sendo considerados na avaliagdo de fidelidade genética.
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Figura 7 - Gel obtido utilizando o primer ISSR UBC857 para Dendrocalamus asper.
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Fonte: Do autor (2021).

Nenhum dos individuos micropropagados apresentou polimorfismo, ou seja, 0s
amplicons exibiram o mesmo perfil para todos os individuos (TABELA 3). A presenca de

monomorfismo confirma que n&o houve variagdo somaclonal durante os subcultivos.

Tabela 3 - Resultado das amplificacGes por primers para Dendrocalamus asper

Primer Total de amplicons Monomorficas Polimorficas
Chris 3 3 0
John 6 6 0

UBCB809 6 6 0
uBC811 6 6 0
uBC814 6 6 0
UBC825 5 5 0
UBC827 4 4 0
UBC834 6 6 0
UBC835 4 4 0
UBC840 6 6 0
uBC841 5 5 0
UBCB842 3 3 0
UBC844 4 4 0
UBCB8438 5 5 0
UBC857 6 6 0
UBC880 6 6 0
UBCB898 6 6 0
UBC901 3 3 0

Fonte: Do autor (2021).
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4 DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento in vitro

A biotecnologia envolve ferramentas eficazes para propagar bambus em larga escala
(ORNELLAS et al., 2017). No entanto, para essas espécies a contaminagdo por organismos
fitopaténicos € um dos grandes empecilhos para a obtencdo de sucesso na fase de
estabelecimento in vitro (FURLAN et al., 2018; TORRES; HOULLOU; SOUZA, 2016).

A contaminagdo por microrganismos tem sido relatada para varias espécies de bambus,
tais como para Bambusa ventricosa Mc-Clure (WEI et al., 2015), Bambusa vulgaris Schrad. ex
J. C. Wendl (FURLAN et al., 2018), Dendrocalamus asper Backer ex. K. Heyneke (SINGH et
al., 2012) e Dendrocalamus strictus Ness. (PANDEY; SINGH, 2012) corroborando com 0s
resultados encontrados no presente estudo. Por conseguinte, é importante definir protocolos de
assepsia contendo agentes antimicrobianos para minimizar a contaminagdo in vitro
(ORNELLAS et al., 2017).

A utilizacdo de cloro ativo apresenta-se como alternativa na micropropagacdo de
Dendrocalamus asper sendo considerado um produto barato e eficaz para a desinfestagcdo dos
explantes (BRONDANI et al., 2013; BRONDANI et al., 2017). No presente estudo, 0 uso desse
agente foi eficaz para o controle de fungos e bactérias (FIGURA 2A e 2B).

Por meio dos resultados obtidos na presente pesquisa, foi possivel observar que a
porcentagem de oxidacdo apresentou aumento em relacdo ao uso do hipoclorito de sodio, sendo
que, quanto maior o tempo de exposi¢do, maior foi a porcentagem de oxidacgéo, inferindo assim,
que os tecidos da espécie podem apresentar elevada sensibilidade quando expostos por maiores
periodos de tempo ao tratamento quimico.

Os eventos de oxidacdo sdo na maioria das vezes relacionados a mecanismos de
cicatrizacdo tecidual, que causam a exsudacdo de compostos fenolicos em resposta as lesGes
nos explantes durante o preparo do material e inoculagdo in vitro (MUDOI et al., 2013),
podendo levar como consequéncia a a inviabilizagdo dos explantes, afetando as proximas fases
do cultivo (BRONDANI et al., 2017).

Em relagéo ao estabelecimento in vitro e emisséo de brotagdes, os maiores valores foram
observados no tempo de 10 minutos de exposicdo ao cloro ativo, resultando em 71,42% de
estabelecimento e 62,85% de explantes com emissdo de brotos aos 30 dias. O valor para o

estabelecimento pode ser considerado adequado, denotando a importancia de altas porcentagens
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de inducéo de brotos para serem utilizadas para as demais fases da micropropagacdo. Na
literatura observa-se porcentagens satisfatdrias de estabelecimento in vitro para Dendrocalamus
asper Backer ex. K. Heyneke (SINGH et al., 2012) e Dendrocalamus strictus Ness. (PANDEY;
SINGH, 2012), com a utilizacdo de cloro ativo como agente desinfestante, corroborando com
os resultados encontrados no presente estudo.

Além disso, com o0 aumento do tempo de exposi¢do ao agente desinfestante, a emisséo
de brotac6es foi menor. Tal fator pode estar relacionado com a toxidez que o cloro ativo pode
ocasionar aos tecidos dos explantes, podendo acarretar na mortalidade. Segundo Brondani et
al. (2013), multiplos fatores podem interferir no estabelecimento in vitro, como o material
genético, o tipo e origem do explante, as condigdes fisioldgicas das matrizes, além do método

de assepsia e a fitotoxidade causada pelos agentes desinfestantes.

4.2 Multiplicagdo e alongamento in vitro

No presente estudo foi possivel evidenciar que existe relacdo direta entre concentracao
de BAP com o numero e comprimento de brotos emitidos, tendo em vista que a maior
porcentagem de multiplicagdo e alongamento foi observada quando se utilizou maiores
concentragdes desse regulador de crescimento.

A adicdo de citocininas no meio de cultura é utilizada para induzir a multiplicacéo,
alongamento de brotos e inducdo de ramos axilares, e sdo aplicadas de forma exdgena e podem
ser utilizadas isoladamente ou combinadas, dependendo do objetivo, da espécie e dos niveis
enddgenos encontrados no material utilizado (BANIK, 2015; SINGH et al., 2004).

Dados descritos na literatura corroboram com os encontrados nesse estudo, tendo em
vista que Negi e Saxena (2011) trabalhando com Bambusa nutans Wall. ex Munro, e Pandey e
Singh (2012) com Dendrocalamus strictus Nees, verificaram que maiores concentracdes de
citocinina na fase de multiplicacdo favorecem a emisséo de brotacdes. A utilizacdo de BAP
também ¢ descrita na literatura para auxiliar a multiplicacdo de espécies de Dendrocalamus
asper Backer ex K. Heyneke (SINGH et al., 2012; SINGH et al., 2013; ORNELLAS et al.,
2017) e Drepanostachyum luodianense Keng f. (LIN et al., 2019).

Em relacdo ao comprimento de brotos, Singh et al. (2012), trabalhando com
Dendrocalamus asper Backer ex K. Heyneke, observaram que o aumento da concentragéo de
BAP no meio cultivo ndo favoreceu o crescimento em comprimento, evidenciando que menores

concentragOes apresentaram resultados mais satisfatérios, diferindo dos resultados encontrados
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no presente estudo, tendo em vista que nas maiores concentragdes de reguladores de
crescimento o nimero médio de comprimento dos brotos foi maior. Além disso, foi possivel
observar que 0s maiores valores para 0 numero de brotos ocorreram no terceiro subcultivo e
para o comprimento de broto, nos segundo e terceiro subcultivos, sugerindo que o aumento do
namero de subcultivos favorece a multiplicacdo e alongamento de Dendrocalamus asper
Backer ex K. Heyneke.

De acordo com Santos et al. (2016), definir o nimero ideal de subcultivos ¢é de grande
relevancia para a adaptacdo dos explantes a nova condicao estabelecida, favorecendo a absor¢éo
da fonte exdgena de citocinina e auxina e, em segundo caso, para aumentar a resposta ao
estimulo morfogénico. Segundo Nogueira et al. (2017) durante a etapa de multiplicacéo,
inimeros subcultivos podem ser necessarios até se atingir o numero desejado de plantas, com
idéntica composicdo genética da planta-matriz. Ainda de acordo com estes autores, inUmeros
subcultivos sdo necessarios devido ao esgotamento dos constituintes do meio de cultura (tais
como carboidratos, sais minerais e vitaminas), além do acimulo de compostos como o etileno

e os polifendis, que podem ser deletérios a cultura.

4.3 Enraizamento in vitro

Em relacdo ao enraizamento adventicio, houve formacéo de raiz apenas no tratamento
em que foi utilizada a concentragio de 4,0 mg L™ de AIB (60% de enraizamento). A etapa de
enraizamento é recomendavel para a obtencao de um sistema radicial com estrutura¢do normal
e funcional, o qual poderé favorecer a sobrevivéncia e o crescimento ex vitro das plantas,
evitando possiveis perdas durante a aclimatizacdo (NOGUEIRA et al., 2017). No entanto, esta
fase da micropropagacao é um dos grandes empecilhos durante o cultivo in vitro em espécies
de bambus (BRAR; ANAND; SOOD, 2013). Para aumentar o sucesso da aclimatizacdo, é
comum o uso de diferentes auxinas, que de acordo com o movimento através dos tecidos,
podem se manter ligadas no interior das células ou serem metabolizadas (SINGH et al., 2012).

O enraizmento € uma etapa fundamental em qualquer sistema de micropropagacdo, e
comumente, as espécies de bambus ndo apresentam facilidade de enraizamento, sendo comum
a obtencdo de um baixo nimero de explantes responsivos (MUDOI et al., 2013; SANDHU;
WANI; JIMENEZ, 2018). No entanto, Ramanayake et al. (2008) avaliaram diferentes
concentragfes de acido indolbutirico (AIB) no enraizamento de Dendrocalamus giganteus

(Wall) Munro e D. hookeri Munro e verificaram até 100% de enraizamento nessas espécies
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com o uso de AIB. Nogueira, Gomes e Scherwinski-Pereira (2019), verificaram elevadas
porcentagens de enraizamento para Guadua magna Londofio & Filg. e Guada angustifolia
Kunth ao utilizarem concentragio de 3,0 mg L de AIB. Essas observacdes reforcam a
necessidade da suplementacdo de AIB ao meio de cultura para induzir raizes adventicias em D.
asper, corroborando com 0s nossos resultados.

N&o obstante, é importante levar em consideracdo que as mudas que servem como fonte
de explante para a inoculacdo in vitro sdo de origem seminal, o que indica baixa idade
ontogenética das plantas, fato este que pode influenciar na capacidade das células em responder
a estimulos e rediferenciar-se, induzindo assim o enraizamento adventicio com maior facilidade
devido a juvenilidade dos tecidos (WENDLING; TRUEMAN; XAVIER, 2014).

4.4 Microscopia eletrénica de varredura

Segundo Montiel e Sanchez (2006a), o conhecimento anatdmico ultraestrutural é
importante em diversas areas de estudos, principalmente para a correta identificacdo de espécies
que sao facilmente confundidas.

As caracteristicas anatdbmicas da superficie foliar de plantulas de D. asper cultivadas in
vitro sdo compativeis com a caraterizacdo realizada por Montiel e Sanchez (2006b), onde 0s
autores também caracterizaram a superficie foliar de clones cultivados em Taiwan e Tailandia.
De acordo com estes autores as superficies das laminas foliares dos clones apresentam tricomas
largos e espinhos, corroborando com a descricdo realizada no presente estudo para
Dendrocalamus asper.

Na superficie abaxial (FIGURA 6C), foi verificada uma grande densidade de papilas,
que sdo estruturas importantes na taxonomia de algumas espécies de bambus (OLIVEIRA,
LONGHI-WAGNER; LEITE, 2008). Em D. asper, as papilas foram observadas em maior
abundancia na face abaxial, mas também podem ser encontradas na face adaxial. Observa-se,
ainda, que ha uma maior presenca de estdmatos, tricomas e células papilhosas na face abaxial

guando comparada a face adaxial.

4.5 Fidelidade genética

As plantas micropropagadas sdo clones fiéis as plantas matrizes doadoras de propagulos,

tendo em vista que ndo ocorreu variagdo genética ao longo quatro subcultivos (150 dias).
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Mesmo que a variagdo somaclonal néo tenha sido constatada no presente estudo, com o
aumento dos subcultivos esse fendmeno pode ocorrer devido a influéncia de diversos fatores,
inclusive pela adicdo de altas concentracfes de reguladores de crescimento adicionados aos
meios de cultivo (VENKATACHALAM; SREEDHAR; BHAGYALAKSHMI, 2007) que
podem causar disturbios do ciclo celular (PESCHKE; PHILLIPS, 1992). Segundo Singh et al.
(2013), a verificacdo da fidelidade genética de individuos micropropagados em um estagio
inicial pode contriubuir para definicdo de protocolos confiaveis, evitando problemas futuros
com as plantas em campo apos o plantio.

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com espécies de bambus para a verificacao da
fidelidade genética de clones quando comparados com as plantas matrizes, por meio da
utilizacdo de marcadores ISSR, como Singh et al. (2012) em Dendrocalamus asper, Anand,
Brar e Sood (2013) em clones de Bambusa bambos (L.) Voss e Nogueira, Gomes e
Scherwinski-Pereira (2019), em Guadua magna Londofio & Filg. e Guada angustifolia Kunth.
Nesse estudo, ndo foi observada variacdo genética das plantas cultivadas in vitro mesmo apés
5 meses de cultivo in vitro com a utilizacdo de reguladores de crescimento, com isso, € possivel

sugerir que o protocolo utilizado foi eficiente para a producédo de plantas clonais.
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5 CONCLUSOES

O uso de hipoclorito de sodio na concentragdo de 1,00 - 1,25% de cloro ativo
(&gua:hipoclorito, v/v) por 10 minutos resultou em 71,42% de estabelecimento de
segmentos nodais e 62,85% de emissao de brotagdes, aos 30 dias.

As fases de multiplicacdo e alongamento ocorreram simultaneamente. A suplementacao
do meio de cultura com 2,0 mg L e 3,0 mg L de BAP apresentou os melhores
resultados para o nimero de brotos e comprimento de brotos.

A concentracéo de 4,0 mg L de AIB induziu a formagéo de raizes adventicias.

As plantas micropropagadas apresentaram fidelidade genética em relacdo as plantas
matrizes.
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ANEXOS

Anexo 1 - Geéis obtidos com os primers testados para D. asper
UBC 809 UBC 827

UBC 835 UBC 840 UBC 842
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Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 2 - Analise de variancia para a porcentagem de contaminacéo fungica dos explantes de
Dendrocalamus asper em relagdo ao estabelecimento in vitro.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo 3 2,0959 0,6986 39,6391** 0,0001
Residuo 134 2,3618 0,0176

Total 137 4,4578

CV(%) 27,57

Média Geral 0,4815

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/exp(x+0,5) onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 3 - Analise de variancia para a porcentagem de contaminacdo bacteriana dos explantes
de Dendrocalamus asper em relacdo ao estabelecimento in vitro.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo 3 0,0464 0,0154 1,2320™ 0,3010
Residuo 134 1,6844 0,0125

Total 137 1,7309

CV(%) 19,65

Média Geral 0,5704

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/exp(x+0,5), onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 4 - Andlise de varidncia para a porcentagem de oxidacdo dos explantes de
Dendrocalamus asper em relacdo ao estabelecimento in vitro.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo 3 0,5259 0,1753 11,8179** 0,0001
Residuo 134 1,9879 0,0148

Total 137 2,5138

CV(%) 22,10

Média Geral 0,5509

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, Fc = valor calculado
de F, QM = quadrado médio, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/exp(x+0.5) onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 5 - Andlise de variancia para a porcentagem de estebelecimento in vitro dos explantes
de Dendrocalamus asper.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo 3 3,4298 1,1432 17,6372** 0,0001
Residuo 134 8,6861 0,0648

Total 137 12,1159

CV(%) 22.05

Média Geral 1,1543

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/(x+0.5)"0,5 onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 6 - Analise de variancia para a porcentagem de nimero de explantes com brotos de
Dendrocalamus asper em relacdo ao estabelecimento in vitro.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tempo 3 1,1782 0,3927 20,3345** 0,0001
Residuo 134 2,5882 0,01931

Total 137 3,7665

CV(%) 27,14

Média Geral 0,5120

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/exp(x+0.5) onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 7 - Analise de variancia para o numero de brotos de Dendrocalamus asper em relacdo a
multiplicacdo in vitro.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sub 2 0,7812 0,3906 12,6489** 0,0001
Sub (rep) 19 0,5867 0,0308 0,6946™ 0,7970
BAP 2 1,1113 0,5556 12,4986** 0,0001
SUBxBAP 4 0,2388 0,0597 1,3429™ 0,2760
Residuo 32 1,4227 0,0446

Total 59 4,1410

CV(%) 16,51

Média Geral 1,2770

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. ** Valor
significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de liberdade, CV =
coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, Fc = valor
calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por x"0.5 onde x refere-
se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 8 - Andlise de variancia para o comprimento de brotos de Dendrocalamus asper em
relacdo a multiplicacéo in vitro.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sub 2 1,4788 0,7394 8,2906** 0,0030
Sub (rep) 19 1,6945 0,0308 0,8473™ 0,6410
BAP 2 1,5921 0,7960 7,5630** 0,0020
SUBxBAP 4 0,3822 0,0955 0,9078™ 0,4710
Residuo 32 3.3683 0,1052

Total 59 4,1410

CV(%) 15,80

Meédia Geral 2,9529

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. ** Valor
significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de liberdade, CV =
coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, Fc = valor
calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significAncia. Dados transformados por x*0.5 onde x refere-
se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 9 - Analise de variancia para a porcentagem de enraizamento de Dendrocalamus asper

in vitro.
Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
AlB 2 0,1763 0,0881 6,0000* 0,0160
Residuo 12 0,1763 0,0147
Total 14 0,3527
CV(%) 27,14
Média Geral 0,5120

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
1/exp(x+0.5) onde x refere-se ao dado amostrado.

Fonte: Do autor (2021).
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ARTIGO 2 - QUALIDADE ESPECTRAL NO CULTIVO in vitro DE Bambusa vulgaris
Schrad. ex J. C. Wendl.

RESUMO

As espécies de bambus apresentam rapido crescimento, ampla ocorréncia no mundo e diversas
utilidades, no entanto, existem dificuldades em relacdo a producédo de mudas clonais em escala
comercial. Desta forma, se faz necessario o desenvolvimento de protocolos eficazes com o
intuito de minimizar as dificuldades e aumentar a eficiéncia da micropropagacéo de bambus. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da qualidade espectral na multiplicacao,
alongamento e enraizamento in vitro de Bambusa vulgaris. Explantes estabelecidos in vitro
foram transferidos para o meio de cultura MS suplementado com 2,0 mg L? de
benzilaminopurina (BAP) e 0,5 mg L de 4cido naftalenoacético (ANA), e submetidos a quatro
tipos de qualidade espectral (T1: fluorescente - branca; T2: azul; T3: verde e T4: vermelho).
No enraizamento in vitro o meio de cultura MS foi suplementado com 2 mg L™ de 4cido
indolbutirico (AIB), 1 mg L de ANA e 0,5 mg L de BAP e aos mesmos espectros de
luminosidade. A gqualidade espectral fluorescente branca é mais adequada para ser utilizada na
multiplicacdo, alongamento e enraizamento in vitro de B. vulgaris, tendo em vista que na fase
de multiplicacdo e alongamento houve 80% de sobrevivéncia, média de 2,2 brotos por explante,
contendo comprimento médio de 7,47 cm. Na fase de enraizamento houve 50% de
enraizamento, favorecendo o desenvolvimento de brotacfes destinadas a producdo de plantas
clonais in vitro.

Palavras-chave: Micropropagac¢do. Luminosidade. Bambu. Clorofila. Microscopia eletrénica
de varredura.
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SPECTRAL QUALITY ON in vitro CULTURE OF Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C.
Wendl.

ABSTRACT

Bamboo species show rapid growth, wide occurrence in the world and several uses, however,
there are difficulties in relation to the production of large scale seedlings of these species.
Therefore, it is necessary to develop effective protocols in order to minimize difficulties and
increase the efficiency of micropropagation of bamboo. The objective of this study was to
evaluate the effect of spectral quality on the multiplication, elongation and rooting in vitro of
Bambusa vulgaris. Explants established in vitro were transferred to MS culture medium
supplemented with 2.0 mg L' of benzylaminopurine (BAP) and 0.5 mg L*? of a-
naphthaleneacetic acid (NAA), and subjected to four types of spectral quality (T1: fluorescent
- white; T2: blue; T3: green and T4: red). For in vitro rooting, the MS culture medium was
supplemented with 2 mg L-1 of indolbutyric acid (IBA), 1 mg L™ of NAA and 0.5 mg L-1 of
BAP and submitted to the same light spectra. The white fluorescent spectral quality is more
suitable to be used in the multiplication, elongation and rooting in vitro of B. vulgaris,
considering that in the multiplication and elongation phase, the average was 2.2 shoots per
explant, average length of 7.47 cm, 80% survival, and in the rooting phase 50% of the plants
emitted roots, favoring the development of shoots for the production of in vitro clonal plants.

Keywords: Micropropagation. Luminosity. Bamboo. Chlorophyll. Scanning electron
microscopy.
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1 INTRODUCAO

As espécies de bambus apresentam rapido crescimento e ampla ocorréncia no mundo,
com distribuicao principal na Asia, Africa e América do Sul (LIN et al., 2019). S3o plantas com
grande versatilidade e utilizadas como alimento por meio do uso de brotos comestiveis, em
artesanatos, fabricacdo de ferramentas, recuperagdo ambiental, controle de eroséo e protecdo
do solo, alternativa aos combustiveis fosseis para a producéo de energia renovavel e celulose
para a fabricacdo de papel (MOURA et al., 2019; YORMANN; RUGOLO; APOSTOLO,
2020).

Devido a elevada capacidade de adaptacdo em diversos regimes ambientais e as
condicdes edéaficas tropicais, subtropicais e regides temperadas ha grande distribuicdo de
espécies de bambus no mundo (BHANDAWAT et al., 2019). O Brasil é detentor da maior
diversidade de bambus da América Latina, com cerca de 232 espécies no total, e estima-se que
0 pais possua uma area plantada de aproximadamente 8 milhdes de hectares (INBAR, 2017;
SILVEIRA et al., 2019). Nesse sentido, dentre as espécies cultivadas no Brasil esta a Bambusa
vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl., com grande destaque, e que atraiu a atencdo de cientisitas e
pesquisadores, especialmente no campo da biotecnologia voltadas a propagacéo das espécies,
devido ao seu rapido crescimento, adaptacdo e inUmeras aplicacdes comerciais e industriais
(DARABANT et al., 2014; FURLAN et al., 2018; GARCIA-RAMIREZ et al., 2014; KOZEN
etal., 2017; RIBEIRO et al., 2020).

Contudo, diante das limitacdes em relacdo a producdo de mudas em escala comercial de
espécies de bambus, tais como a baixa producdo de sementes e a utilizacdo de métodos
vegetativos ineficazes, o potencial de cultivo de B. vulgaris ndo tem sido explorado de maneira
adequada. Algumas das alternativas de propagacdo ainda ndo testadas ou pouco estudadas
refere-se ao cultivo in vitro, tendo em vista que a micropropagacdo é um método rapido e
confiavel para a obtencéo de plantas clonais (FURLAN et al., 2018; LIN et al., 2019; ZHAO et
al., 2017).

O cultivo in vitro pode ser utilizado com eficécia para a producdo de mudas de espécies
com importancia econdmica de maneira rapida e otimizada (RIBEIRO et al., 2016), no entanto,
essas metodologias apresentam algumas dificuldades que podem interferir no sucesso da
técnica, e um dos principais obstaculos estéo relacionados aos fatores ambientais (BATISTA et
al., 2018). Dentre tais fatores, a qualidade de luz (comprimento de onda dos espectros) é uma

das caracteristicas que pode interferir no cultivo in vitro de plantas (RIBEIRO et al., 2009;
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SOUZA et al., 2019), com isso, muitos estudos relacionados ao efeito da qualidade de luz no
cultivo in vitro vém sendo realizados, uma vez que os diferentes niveis de comprimento de onda
afetam o crescimento, desenvolvimento e o metabolismo das plantas (HERINGER et al., 2017;
SOUZA, 2018).

Desta forma, em vista da necessidade do desenvolvimento de protocolos eficazes para
amicropropagacao de espécies de bambus, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da qualidade espectral na multiplicacdo, alongamento e enraizamento in vitro de Bambusa

vulgaris.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacdo geral

Para a conducgéo dos experimentos foram coletados colmos seccionados de uma planta
matriz de Bambusa vulgaris (FIGURA 1A), transportados e dispostos em casa de vegetacdo
(FIGURA 1B) localizada no Viveiro Florestal do Campus da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Apos enraizados, os colmos foram conduzidos em vasos com capacidade para quatro

litros contento areia lavada e terra de subsolo (1:1, v/v) como substrato (FIGURA 1C).

vegetativo e etapas da assep
-

sia de explantes de Bambusa vulgaris.

Fi
TA D E F G

gura 1 - Resgate

Legenda: A. coleta de colmos seccionados, B. disposi¢do dos colmos em casa de vegetacao, C. colmos
enraizados e com emissdo de brotagbes, D. brotacdes coletadas, E. bainhas foliares retiradas, F.
resquicios cuidadosamente raspados com o auxilio de estilete, G. explante padronizado e H. explantes
prontos para ir para camara de fluxo laminar. Barra =1 cm.

Fonte: Do autor (2021).

As plantas foram fertirrigadas semanalmente com solucéo nutritiva para promover o
crescimento e emissdo de novas brotacées (TABELA 1). A irrigacdo foi realizada uma vez ao
dia, diretamente no substrato, evitando o contato da agua com as partes aéreas do vegetal. O
controle de plantas daninhas foi realizado por meio do arranque manual.

BrotacGes oriundas dos colmos enraizados foram coletadas e transportadas para o
Laboratorio de Cultivo In Vitro de Espécies Florestais da UFLA (FIGURA 1D).
Posteriormente, as bainhas foliares foram removidas (FIGURA 1E) e seus resquicios
cuidadosamente raspados (FIGURA 1F) com o auxilio de estilete, a fim de que a gema fosse
exposta facilitando a assepsia. O material entdo foi lavado com agua deionizada e autoclavada
e detergente neutro. Em seguida, as brotacfes foram reduzidas a explantes nodais de 2 cm de
comprimento (FIGURA 1G) e foram submetidos a lavagem por 30 segundos em solucao

hidroalcodlica a 70%, seguido de lavagem com agua deionizada e esterilizada (FIGURA 1H).
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Posteriormente foram imersos em solugcdo contendo hipoclorito de sodio (NaOCI)
(&gua:hipoclorito, v/v, 1,00 — 1,25% de cloro ativo) durante dez minutos.

Tabela 1 - Composicdo basica da solucdo nutritiva para a fertirrigacdo (adubacdo de
crescimento).

Solugdo nutritiva*

Nutriente Peso molecular

(mg LY

N-NOs- 60,00 14,00

N-NHa4+ 30,00 14,00

P 12,00 30,97

Ca 30,00 40,08

K 80,00 39,10

S 18,92 32,06

Mg 12,00 2431

Cu 0,10 63,54

Fe 2,00 55,85

Mo 0,02 95,94

Mn 1,60 54,94

Zn 1,96 65,37

B 1,08 10,81
Fonte de macro e micronutriente FQ/PM (mg L)
Nitrato de potéssio (Nuclear®) KNOs /101,10 206,8500
Monoaménio fostato (Mallinckrodt®) NH4H2PO4 / 115,03 44,5700
Nitrato de amdnio (Reagex®) NHsNOs / 80,04 140,5000
Sulfato de célcio (Vetec®) CaS04.2H,0 /172,17 87,1817
Nitrato de célcio (Labsynth®) Ca(NO3)2.4H20 / 236,15 57,1800
Sulfato de magnésio (Mallinckrodt®) MgSO4.7H20 / 246,48 121,6680

Sulfato de manganés (Ecibra®) MnS04.H20 /169,01 4,9223

Sulfato de cobre (Mallinckrodt®) CuS04.5H20 / 249,68 0,3929

Sulfato de ferro (Synth®) FeS04.7H20 / 278,02 9,9520
Sédio - EDTA (Nuclear®) Naz-EDTA.2H20 / 372,24 13,3110
Molibdato de sodio (Merck®) Na:M004.2H-0 / 241,95 0,0504

Sulfato de zinco (Mallinckrodt®) ZnS04.7H20 / 287,54 8,6000

Acido bérico (Ecibra®) H3BO3 /61,83 6,2000

Nota: O pH foi ajustado para 6,2(x1) a 25°C com acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH),
ambos a 1M. FQ = formula quimica, PM = peso molecular.
Fonte: Do autor (2020).

Finalizando o tratamento asséptico, os explantes foram inoculados verticalmente em
tubos de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), os
quais foram vedados com filme plastico a base de policloreto de vinila (PVC) (FIGURA 1G).
Os tubos de ensaio (20 x 100 mm) foram dispostos em sala de crescimento com temperatura de

24°C+1°C, sob irradiacdo de 40 umol m2 s e fotoperiodo de 16 horas.

2.2 Qualidade espectral na multiplicacdo e alongamento in vitro

As fases de multiplicacdo de gemas e alongamento de brotos ocorreram a0 mesmo
tempo, para isso, os explantes estabelecidos foram transferidos para frascos de vidro
(72x72x100 mm) contendo 50 mL do meio de cultura MS suplementado com 2,0 mg L de

benzilaminopurina (BAP) e 0,5 mg L™ de acido naftalenoacético (ANA). Os tratamentos
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consistiram em quatro tipos de qualidade espectral: T1: fluorescente - branca; T2: azul; T3:
verde e T4: vermelho, que foram fornecidas pela filtragem da saida de luz das lampadas
fluorescentes por meio de folhas duplas de celofane. Os frascos foram dispostos em sala de
crescimento com temperatura de 24°C+1°C, sob irradiacdo de 40 umol m2 st e fotoperiodo de
16 horas.

Ao final de 30 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia, vigor, senescéncia,
oxidacdo, nimero de brotos por explantes, comprimento de brotos e nimero de folhas por
explante. Para o vigor, senescéncia e oxidacdo, foi elaborada uma escala de notas de 1 a 4
adaptado de Oliveira et al. (2016) (FIGURA 2).

Figura 2 - AvaliacOes de vigor, senescéncia e oxidagdo de acordo com a escala de notas para
Bambusa vulgaris.

ESCALA DE NOTAS

1 2 3 4

VIGOR

SENESCENCIA

OXIDACAO

Legenda: A (vigor): 1 = Otimo: indugo de brotagdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional
aparente; 2 = Bom: inducdo de brotacdes, porém com crescimento reduzido; 3 = Regular: pouco
desenvolvimento das brotacdes e/ou deficiéncia nutricional aparente; 4 = Péssimo: senescéncia e morte
dos explantes. B (senescéncia): 1 = Nula: sem senescéncia ou baixo amarelecimento das folhas mas
sem comprometer o desenvolvimento; 2 = Baixa: pouca senescéncia com folhas amarelas ; 3 = Média:
senescéncia aparente nas folhas dos explantes com inicio de necrose; 4 = Alta: explante necrosado e
com queda das folhas; C (oxidacdo): 1 = Nula: sem oxidacéo; 2 = Baixa: reduzida oxidac¢do na base dos
explantes; 3 = Média: inicio de oxidacdo dos explantes e mudanga de coloragdo no meio de cultura ; 4
= Alta: oxidacdo completa das brotaces (meio de cultura escurecido). Barra =2 cm.
Fonte: Do autor (2021).



60

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, testando-se
quatro qualidades espectrais de luz (fluorescente — branca, azul, verde e vermelho), cada

tratamento foi constituido por 15 repeticdes contendo um explante em cada repeticao.

2.3 Analise de pigmentos fotossintéticos

A extracdo foi realizada conforme metodologia adaptada de Lichtenthaler (1987), onde
discos foliares (25 mg de matéria fresca de folhas) foram amostrados das brotacGes sob as
diferentes fontes de luz e inoculados em 5 mL de solugdo de Dimetilsulféxido -DMSO - (Sigma
Aldrich®) por 48 horas no escuro. A absorbancia das amostras foi determinada por triplicata
em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ético, em espectrofotdmetro Genesys 10UV
(ThermoScientific®, EUA).

2.4 Qualidade espectral no enraizamento in vitro

Brotagdes (explantes) de aproximadamente 3 cm de comprimento (oriundos das fases
de multiplicacdo e alongamento) foram inoculados em frascos de vidro (72x72x100 mm)
contendo 50 mL do meio de cultura MS suplementado com 2 mg L de 4cido indolbutirico
(AIB), 1 mg L™ de ANA e 0,5 mg L de BAP. Os tratamentos consistiram em quatro tipos de
qualidade espectral: T1: fluorescente - branca; T2: azul; T3: verde e T4: vermelho e foram
fornecidas pela filtragem da saida de luz das lampadas fluorescentes por meio de folhas duplas
de celofane. Os frascos foram dispostos em sala de crescimento com temperatura de 24°C+1°C,
sob irradiagdo de 40 pmol m2 s e fotoperiodo de 16 horas.

Ao final de 30 dias foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia, vigor, senescéncia,
oxidacgéo e enraizamento. Para 0 vigor, senescéncia e oxidacdo, foi elaborada uma escala de
notas de 1 a 4 adaptado de Oliveira et al. (2016) (FIGURA 2).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, testando-se
quatro qualidades espectrais de luz (fluorescente - branca, azul, verde e vermelho), cada

tratamento foi constituido por 15 repeticdes contendo um explante em cada repeticao.
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2.5 Espectros de luz

Os espectros de luz foram aferidos por meio do espectroradiémetro portatil SPECTRA
PEN Z850 (Qubit Systems-Kingston, Ontario-USA). As distribui¢Bes espectrais dos filtros de

cada tratamento estéo representadas na Figura 3.

Figura 3 - VariagOes do comprimento de onda (nm) utilizadas na experimentagédo emitida pelas
lampadas fluorescentes e filtrada por folha dupla de celofane.
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Legenda: A. fluorescente - branca; B. azul; C. verde e D. vermelho.
Fonte: Do autor (2021).

2.6 Preparo do meio de cultivo e condi¢cdes ambientais da sala de crescimento

O meio de cultura foi preparado com agua deionizada, adicionando-se 6 g L™ de 4gar e
30 g L de sacarose (C12H22011 / 342,30 g). O valor do pH foi ajustado a 5,8 com HCI (0,1M)
e NaOH (0,1M) previamente a adigdo do &gar ao meio de cultura, e entdo autoclavado a
temperatura de 127°C (1,5 kgf cm?) durante 20 minutos. O BAP (C12H11Ns / 225,25 g), ANA
(C12H1002/186,2 g) e AIB (C12H13NO2 / 203,24 g) foram adicionados ao meio de cultura antes
da autoclavagem. Os frascos foram dispostos em sala de crescimento com temperatura de

24°C+1°C, sob irradiagdo de 40 umol m™ s e fotoperiodo de 16 horas.
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2.7 Anaélise estatistica

As analises dos dados foram realizadas em software R Core Team (2018), com auxilio
do pacote ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013). Os dados
coletados dos experimentos foram analisados quanto & homocedasticidade e distribuicdo
normal de residuos por meio dos testes de Hartley (p > 0,05) e Shapiro-Wilk (p > 0,05),
respectivamente. Conforme os resultados dos testes de Hartley e Shapiro-Wilk, os dados foram
transformados por teste Box-Cox. Apos, os dados foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA, p < 0,05) e as médias comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

2.8 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras foliares das plantas enraizadas in vitro foram coletadas e seccionadas em
tamanhos de 0,5 cm?, e colocadas submersas em microtubos (1,5 mL) contendo o fixador
Karnovsky (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 2,0%, 0,05M de tampé&o cacodilato a pH
de 7,2, + 0,001 M de CaCly), por 72 horas na geladeira. Posteriormente, as amostras passaram
por triplice lavagem em tampdo cacodilato (0,05 M) por 10 minutos cada. Em seguida, foi
iniciada a etapa de desidratacdo utilizando uma série graduada de acetona (25, 50, 75, 90 e
100%) por 10 minutos cada, sendo a concentracdo 100% repassada 3 vezes. Apds a
desidratacdo, as amostras foram colocadas em um suporte poroso contendo acetona, e
encaminhadas para a fase de secagem ao ponto critico, onde a acetona foi volatizada e
substituida pelo gas carbénico (COz). Para a montagem das amostras foliares nos stubs, 0s
suportes foram envoltos por papel aluminio e fixados em fita de carbono dupla face, onde as
amostras foram depositadas. Por fim, a etapa de metalizacdo em ouro foi realizada.

Posteriormente, foi feito a observacdao em MEV (LEO EVO-40) e as imagens foram registradas.
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3 RESULTADOS

3.1 Qualidade espectral na multiplicacdo e alongamento in vitro

As diferentes qualidades espectrais utilizadas no cultivo in vitro dos explantes de
Bambusa vulgaris, influenciaram a porcentagem de sobrevivéncia, aos 30 dias apds a
inoculacdo. A maior média para a sobrevivéncia ocorreu com o0 uso da qualidade espectral
fluorescente — branca (100%), contudo nao diferindo significativamente (p > 0,05) para a azul
(90%), verde (80%) e vermelha (80%) (FIGURA 4A).

As fases de multiplicacdo de gemas e alongamento de brotos ocorreram
simultaneamente, em relacdo ao numero de brotos (em média 2,2 brotos), comprimento dos
brotos (em média 7,47 cm) e numero de folhas por explante (em média 3,0 folhas) diante das
qualidades espectrais, foi verificado diferenca significativa (p < 0,05), sendo as maiores médias
para o tratamento onde os explantes foram submetidos a fonte de luz fluorescente — branca.

Para o conteudo de pigmentos fotossintéticos, a qualidade espectral fluorescente -
branca proporcionou os maiores valores de clorofila a (em média, 12,60 mg mg™), clorofila b
(em média, 4,60 mg mg™), clorofila total (16,60 mg mg™) e carotenoides (10,10 mg mg™)
(FIGURA 4E). Neste sentido, pode-se observar que o amplo espectro luminoso por meio da
qualidade espectral fluorescente - branca foi determinante para a maior sobrevivéncia, emissao
de brotos e folhas por explantes, para 0 comprimento de brotos e para o contetudo de pigmentos

fotossintéticos.
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Figura 48 - Caracteristicas observadas na multiplicacdo e alongamento in vitro de Bambusa
vulgaris em relacdo as diferentes qualidades espectrais (Fluorescente - branca, Azul,
Verde e Vermelho).
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Legenda: A. sobrevivéncia; B. nimero de brotos por explante; C. comprimento de brotos; D. nimero de
folhas por explante e E. contetdo de pigmentos. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Dados apresentados com média + erro padrao.

Fonte: Do autor (2021).

Para o vigor e senescéncia, de acordo a escala de notas (FIGURA 2), foi observado
comportamento similar, com os melhores resultados sendo registrados no tratamento em que 0s
explantes foram submetidos a qualidade espectral fluorescente — branca (TABELA 2)

resultando em 70% e 50% de frequéncia, respectivamente, na escala de nota 1. Para a oxidagéo
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o melhor valor (escala de nota 1) foi observado com a utilizacdo da qualidade espectral azul
(80%). Com isso, baseando-se nessas informacoes, para a obtencéo de plantas mais vigorosas
e reducdo da senescéncia na multiplicacdo e alongamento in vitro é recomendada a utilizagédo
da qualidade de luz fluorescente branca e para redugédo da oxidacdo € indicada a utilizacdo da

qualidade espectral azul.

Tabela 210 - Porcentagem de frequéncia do vigor, senescéncia e oxidacao, baseada na escala
de notas da Figura 2, na multiplicacdo e alongamento in vitro de Bambusa vulgaris
em diferentes qualidades espectrais (Fluorescente - branca, Azul, Verde e

Vermelho).
Vigor (%)

Tratamento 1 > 3 4
Fluorescente 70,0 10,0 10,0 10,0
Azul 10,0 50,0 30,0 10,0
Verde 30,0 10,0 30,0 30,0
Vermelha 0,0 20,0 60,0 20,0
Média 27,5 22,5 32,5 17,5
Erro Padréo 15,4 9,4 10,3 4,7

Senescéncia (%0)

Tratamento 1 5 3 4
Fluorescente 50,0 40,0 10,0 0,0
Azul 40,0 20,0 40,0 0,0
Verde 40,0 10,0 50,0 0,0
Vermelha 10,0 50,0 30,0 10,0
Média 35,0 30,0 32,5 2,5
Erro Padréo 8,6 9,1 8,5 2,5

Oxidacao (%)

Tratamento 1 > 3 4
Fluorescente 70,0 10,0 20,0 0,0
Azul 80,0 20,0 0,0 0,0
Verde 50,0 30,0 20,0 0,0
Vermelha 30,0 50,0 20,0 0,0
Média 57,5 27,5 15,0 0,0
Erro Padréo 11,0 8,53 50 0,0

Nota: Dados apresentados com média + erro padréo.

Legenda: A (vigor): 1 = Otimo: indug&o de brotages com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional
aparente; 2 = Bom: inducdo de brotacdes, porém com crescimento reduzido; 3 = Regular: pouco
desenvolvimento das brotagdes e/ou deficiéncia nutricional aparente; 4 = Péssimo: senescéncia e morte
dos explantes. B (senescéncia): 1 = Nula: sem senescéncia ou baixo amarelecimento das folhas mas
sem comprometer o desenvolvimento; 2 = Baixa: pouca senescéncia com folhas amarelas ; 3 = Média:
senescéncia aparente nas folhas dos explantes com inicio de necrose; 4 = Alta: explante necrosado e
com queda das folhas; C (oxidacdo): 1 = Nula: sem oxidacéo; 2 = Baixa: reduzida oxidac¢do na base dos
explantes; 3 = Média: inicio de oxidacdo dos explantes e mudanca de coloracdo no meio de cultura ; 4
= Alta: oxidacdo completa das brotagdes (meio de cultura escurecido).

Fonte: Do autor (2021).
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3.2 Qualidade espectral no enraizamento in vitro

Para a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes, o maior valor foi observado com a
utilizacdo da qualidade espectral fluorescente — branca (em média, 80%), diferindo
estatisticamente (p < 0,05) da qualidade espectral azul (em média 30%) verde (em media, 20%)
e vermelha (em média, 30%) (FIGURA 5A).

Em relacdo ao enraizamento dos explantes, foi observada influéncia pelas qualidades
espectrais utilizadas, com o melhor resultado diante da utilizacdo de fonte de luz fluorescente -
branca (em média, 50%), diferindo (p < 0,05) dos demais tratamentos (FIGURA 5B). Para a
qualidade espectral azul e vermelha ndo foram observadas raizes, impossibilitando a producao
de mudas clonais de B. vulgaris. Desta forma, a eficiéncia desempenhada pela luz
monocromatica na producédo de plantas cultivadas pode variar, sendo necessaria, muitas vezes,

0 uso de um amplo espectro luminoso, como visto no presente trabalho.

Figura 5 - Caracteristicas observadas no enraizamento in vitro de Bambusa vulgaris em relacéo
das diferentes qualidades espectrais (Fluorescente - branca, Azul, Verde e Vermelho).
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Legenda: A. sobrevivéncia e B. enraizamento. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). Dados apresentados com média + erro padrao.
Fonte: Do autor (2021).

Para o vigor de acordo com a escala de notas (FIGURA 2), a maior frequéncia na escala
de nota 1 (66,6%) foi observada na qualidade de luz fluorescente — branca (TABELA 3), sendo
considerado o melhor valor. Para a senescéncia, 0 maior valor (66,6%) foi observado na escala

de nota 3, na qualidade luz verde. Para a oxidag&o o maior valor (77,7%) também foi observado
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na escala de nota 3, no entanto, na qualidade de luz azul, valor ndo considerado adequado, tendo
em vista que um aspecto indesejavel no processo de enraizamento adventicio é a oxidacao
fenolica na base dos explantes. Desta maneira, para a obtencdo de plantas mais vigoras e
reducdo da senescéncia e oxidacdo na fase de enraizamento in vitro, € indicado a utilizacdo da
qualidade espectral fluorescente — branca, levando em consideracdo que os maiores valores de
frequéncia na escala de nota 1 (TABELA 3) foram observados quando os explantes foram

submetidos a essa qualidade espectral.

Tabela 11 — Porcentagem de frequéncia de vigor, senescéncia e oxidacdo, baseada na escala de
notas (Figura 2) no enraizamento de Bambusa vulgaris em diferentes qualidades
espectrais (Fluorescente - branca, Azul, Verde e Vermelho).

Vigor (%)

Tratamento 1 > 3 4
Fluorescente 66,6 111 0,0 22,2
Azul 22,2 0,0 444 33,3
Verde 0,0 25,0 25,0 50,0
Vermelha 0,0 14,2 28,5 57,1
Média 22,2 12,5 24,5 40,6
Erro Padrdo 15,5 513 9,0 79

Senescéncia (%)

Tratamento 1 > 3 4
Fluorescente 50,0 30,0 10,0 10,0
Azul 22,2 0,0 66,6 11,1
Verde 0,0 25,0 25,0 50,0
Vermelha 0,0 14,2 28,5 57,1
Média 18,0 17,3 32,5 32,0
Erro Padrdo 11,8 6,6 11,9 12,4

Oxidacao (%)

Tratamento 1 > 3 4
Fluorescente 50,0 30,0 10,0 10,0
Azul 22,2 0,0 71,7 0,0
Verde 11,1 11,1 44 .4 33,3
Vermelha 0,0 28,5 428 28,5
Média 20,8 17,4 43,7 17,9
Erro Padréo 10,7 7,15 13,6 7,7

Nota: Dados apresentados com média + erro padréo.

Legenda: A (vigor): 1 = Otimo: indug&o de brotagdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional
aparente; 2 = Bom: inducdo de brotacdes, porém com crescimento reduzido; 3 = Regular: pouco
desenvolvimento das brotagdes e/ou deficiéncia nutricional aparente; 4 = Péssimo: senescéncia e morte
dos explantes. B (senescéncia): 1 = Nula: sem senescéncia ou baixo amarelecimento das folhas mas
sem comprometer o desenvolvimento; 2 = Baixa: pouca senescéncia com folhas amarelas ; 3 = Média:
senescéncia aparente nas folhas dos explantes com inicio de necrose; 4 = Alta: explante necrosado e
com queda das folhas; C (oxidacdo): 1 = Nula: sem oxidacéo; 2 = Baixa: reduzida oxidac¢do na base dos
explantes; 3 = Média: inicio de oxidacdo dos explantes e mudanca de coloracdo no meio de cultura ; 4
= Alta: oxidacdo completa das brotagdes (meio de cultura escurecido).
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Fonte: Do autor (2021).

3.3 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura permitiu observar as caracteristicas anatbmicas
da superficie foliar de plantulas de B. vulgaris cultivadas in vitro por 30 dias (FIGURA 6).

Na superficie adaxial da Iamina foliar foi possivel verificar a presenca de microtricomas
e espinhos em pequena quantidade (FIGURA 6A), além de papilas e estbmatos (FIGURA 6B).
Na superficie abaxial (FIGURA 6C), observa-se a presenca de tricomas unicelulares em grande
quantidade arranjados em fileiras. Na Figura 6D em maior ampliacéo, sdo observadas as papilas
com maior detalhe, estando muitas vezes, associadas aos estdbmatos, tricoma unicelular, tricoma

em forma de ganho e microtricoma.

Figura 9 - Caracteristicas anatdmicas da superficie foliar de Bambusa vulgaris cultivado in
vitro.

Legenda: A. Face adaxial com presenca de tricomas unicelulares e espinhos; B. Face adaxial, detalhes
dos estdmatos, presenca de microtricoma, espinho e papila. C. Face abaxial, nota-se tricomas unicelular.
D. Face abaxial, detalhe dos estbmatos com papilas, ricoma em forma de gancho, estdmatos, tricoma
unicelular e microtricoma. (ep) espinho, (es) estbmato, (mt) microtricoma, (pp) papila, (tg) tricoma em
forma de gancho, (tu) tricoma unicelular. Barra= A: 100 pm; B: 20 pum; C: 30 pm e D: 30 pm.



Fonte: Do autor (2021).
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4 DISCUSSAO

4.1 Qualidade espectral na multiplicacdo e alongamento in vitro

A qualidade espectral utilizada na multiplicacdo e no alongamento in vitro influenciou
a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos explantes de B. vulgaris. Os maiores valores de
sobrevivéncia foram observados na qualidade espectral fluorescente - branca, refletindo em
maior qualidade da producdo de mudas clonais de B. vulgaris.

De acordo com Trueman, Hung e Wendling (2018) para o sucesso da micropropagacgéo
€ necessario que apenas alguns explantes emitam brotacGes livres de contaminagdo. Contudo,
guando se necessita de material micropropagado, maiores quantidades de explantes com
brotacdes sdo necessarias para aumentar rapidamente o nimero de brotos produzidos. Com isso
é possivel dar prosseguimento a fase de alongamento e enraizamento, denotando a importancia
de altas porcentagens de sobrevivéncia.

Para o numero de brotos e folhas por explante e comprimento das brotacdes, verificou-
se que a qualidade espectral fluorescente - branca proporcionou os melhores resultados. Dados
na literatura sdo semelhantes aos encontrados neste estudo, uma vez que para Bambusa
oldhamii foi constatado o maior nimero de brotos em condigdes de luz (30% azul + 70% luz
vermelha) e em luz fluorescente - branca, e que a utilizacdo de luz fluoresncete - branca resultou
em um aumento significativo comprimento de brotos (SILVEIRA, LOPES e SIBOV, 2020).

Existe variacdo nas respostas fisiologicas dos vegetais diante das qualidades espectrais,
que sdo traduzidos em processos metabolicos e genéticos que promovem alteragdes no
crescimento e desenvolvimento, a fim de otimizar adaptaces das plantas as mudangas nas
condi¢cdes ambientais (LAZZARINI et al., 2017). Esses estudos evidenciam que as plantas
necessitam de amplo espectro luminoso para otimizar os processos fotossintéticos, e essa
necessidade varia de acordo com a espécie vegetal (LAZZARINI et al., 2017).

Quanto a biossintese de clorofila a, b e carotendides, a qualidade e intensidade de luz
emitida apresenta maior eficiéncia e absor¢cdo no processo fotossintético, sob diferentes
variagoes nos comprimentos de onda (GUPTA; KARMAKAR, 2017). No cultivo de Bambusa
oldhamii foi observada que a utilizagdo de LEDs 100% vermelhos resultaram em contetdo
relativamente baixo de clorofila e carotenoide, resultados que corroboram com os encontrados

no presente estudo, quando comparando a utilizagdo de luz fluorescente - branca com os demais



71

espectros de luz utilizados, tendo em vista que essa qualidade de luz porporcionou 0s maiores
valores para os pigmentos fotossintéticos (SILVEIRA, LOPES e SIBOV, 2020).

Os teores de clorofila a e clorofila b apresentaram resultados similares em termos de
valores na qualidade de luz fluorescente - branca e azul, esse fator pode estar relacionado devido
a luz azul desempenhar um papel essencial na sintese de pigmentos fotossintéticos sendo
responsavel pela alocacdo de plastideos nas folhas (BRENNER et al., 2005).

Ao avaliarem a quantificacdo de clorofila e carotenoide na espécie de bambu Guadua
chacoensis, Polesi et al. (2019) observaram em uma visdo geral que os individuos com
senescéncia (amarelecimento ou embranquecimento das folhas e brotos) apresentaram menor
contetdo de clorofila e carotenoides, quando comparados a individuos que ndo apresentavam
sinais de senescéncia (brotos e folhas verdes). Esse fato foi verificado no presente estudo, onde
os explantes que foram submetidos a luz fluorescente branca apresentaram a maior frequéncia
de individuos com baixa senescéncia (TABELA 2), apresentaram também maiores valores de
contetdo fotossintético (FIGURA 4H).

A absorcdo de amplo espectro luminoso promove um maior estado energético (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Com isso, a eficiéncia desempenhada pela luz monocromatica na producéo de
plantas cultivadas varia entre as espécies, sendo necessaria, muitas vezes, uma combinacédo de
espectros de luminosidade (LAZZARINI et al., 2017).

Em relacdo a resposta dos explantes ao vigor e senescéncia, foi observada brotac6es
com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional aparente. A senescéncia em espécies de
bambus pode ser vista como um processo natural ao longo do desenvolvimento de plastidios ou
pode ser induzida por alguma condicéo de estresse (POLESI et al., 2019) como a qualidade e
intensidade de luz. Além disso, esses resultados podem estar ligados a fatores ambientais
internos que afetam o vigor e a senescéncia dos tecidos, em que menores frascos tendem a
apresentar reduzidas concentracdes de dioxido de carbono e elevadas concentracdes de etileno,
como também podem ser afetados por temperatura do ar e umidade relativa (SOUZA et al.,
2019; XIAO; NIU; KOZAI, 2011).

De acordo com a Tabela 2 foram observadas frequéncias reduzidas para a escala de
notas maiores da oxidacdo fenolica dos tecidos de B. vulgaris. Dados reportados na literatura
corroboram com os encontrados no presente estudo, mostrando que os explantes de B. vulgaris,
ndo apresentam elevada oxidacdo dos tecidos quando cultivados in vitro (BRONDANI et al.,
2017; FURLAN et al., 2018). Trabalhando com diferentes espectros de luz em Eucalyptus
cloeziana (OLIVEIRA et al., 2015) e Corymbia citriodora x C. Torelliana (SOUZA et al.,
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2018), foi observada baixa oxidacdo fendlica e adequado vigor de tecidos na multiplicagdo in
vitro. Em linhas gerais, a oxidacéo tem sido um problema associado na micropropagacao, sendo
reportada em diversos trabalhos (BORGES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016; SOUZA et al.,
2019). Desta forma, a utilizacéo da qualidade espectral fluorescente - branca é a mais adequada

para ser utilizada na multiplicagéo de B. vulgaris in vitro.

4.2 Qualidade espectral no enraizamento in vitro

O uso de fontes de luz com amplo espectro luminoso (luz fluorescente - branca)
proporcionou maior porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento. A qualidade espectral com
variacdes no comprimento de onda, permite que a luz penetre melhor nas folhas, possibilitando
maximizar a taxa fotossintética, quando comparados as luzes monocromaticas azul e vermelha
(LIN et al., 2013).

Houve diferentes comportamentos para o vigor e senescéncia dos explantes conforme
as qualidades espectrais (TABELA 3). Uma causa para essa diferenciacéo esta relacionada a
regulacao de processos fisiologicos, como a fotomorfogénese, acarretando na maior qualidade,
producdo e desenvolvimento de mudas micropropagadas (GUPTA; KARMAKAR, 2017). Em
contrapartida, diferentes ambientes de cultivo podem alterar 0 metabolismo dos propagulos,
levar a desnaturacdo de enzimas e reducéo na absorcao de nutrientes, influenciando no vigor,
senescéncia e consequentemente na capacidade rizogénica na base dos propagulos (BATISTA
etal., 2018; HARTMANN et al., 2011; PARK et al., 2013).

Além disso, um dos principais fatores limitantes para a regeneracdo de explantes é a
ocorréncia da oxidacdo fendlica (SILVA et al., 2015; TORMEN et al., 2018), por isso,
metodologias que visem a superacdo ou a reducdo da oxidacéo de tecidos por meio da qualidade
espectral fluorescente branca, sdo importantes estratégias a serem adotadas no sistema de
propagacdo. No entanto, as respostas podem variar de acordo com as espécies de plantas
(BORGES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016; SOUZA et al., 2018; SOUZA et al., 2020).

As variacOes nas respostas, de acordo as qualidades espectrais utilizadas, também foram
observadas na etapa de enraizamento em explantes de Eucalyptus grandis x E. urophylla
(SOUZA et al., 2020), demonstrando que a fonte de luz fluorescente branca exerce influéncia
positiva na producdo de mudas clonais. Com isso, 0 conhecimento da relacdo entre 0s
comprimentos de onda, padréo de crescimento e enraizamento das plantas permitiu uma melhor

definicdo dos protocolos para a obtengéo de plantas clonais de B. vulgaris.
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4.3 Microscopia eletrénica de varredura

A presenca de folhas desenvolvidas normalmente influencia os processos de
fotossintese, respiracao e transpiracdo do vegetal, demostrando a necessidade do conhecimento
das estruturas anatémicas de espécies de bambus (NOGUEIRA et al., 2017). Ainda nesse
contexto, Montiel e Sanchez (2006) ressaltam que o conhecimento anatdmico ultraestrutural é
fundamental em vérias areas de pesquisa, sobretudo para a correta identificacdo de espécies que
séo facilmente confundidas.

No presente estudo com B. vulgaris foi possivel observar a presenga de microtricomas
e espinhos (FIGURA 6A) e a presenca de estdbmatos em consideravel quantidade nas folhas dos
explantes cultivados in vitro (FIGURA 6B e 6D). De acordo com Taiz e Zeiger (2013), os
estdbmatos sdo estruturas fundamentais no auxilio das plantas em ajustes quando submetidas a
mudancas ambientais, tendo em vista que esses 6rgdos sdo responsaveis por maximizar a
homeostase das plantas modulando as trocas gasosas entre as células e 0 ambiente externo.
Situacdo que pode ocorrer no cultivo in vitro quando as plantas sdo submetidas a diferentes
espectros de luz (BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2009). A presenga de papilas em
grande quantidade nas faces abaxiais e adaxiais foram observadas em associag¢ao aos estdomatos,
que de acordo com Luis et al. (2017), estas ocorrem frequentemente e sdo importantes para a
taxonomia de algumas espécies de bambus.

Estudos anatdbmicos e estruturais de espécies de bambus cultivadas in vitro séo
frequentes, como para Bambusa vulgaris (FURLAN et al., 2018; GARCIA-RAMIREZ et al.,
2019), Dendrocalamus asper (MONTIEL; SANCHEZ, 2006) e Dendrocalamus giganteus
(YASODHA; KAMALA; KALAIARASI, 2010), evidenciando a importancia de tais pesquisas
no estabelecimento de protocolos de micropropagacdo dessas espécies, corroborando assim

com a justificativa da realizacdo do presente estudo.
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5 CONCLUSAO

A qualidade espectral fluorescente - branca foi a mais adequada para ser utilizada na
multiplicacdo, alongamento e enraizamento in vitro de B. vulgaris, apresentando as melhores

respostas para todas as caracteristicas avaliadas.
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ANEXOS

Anexo 12 - Anélise de variancia para a sobrevivéncia dos explantes de Bambusa vulgaris in
vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 0,2750 0,0916 0,8050"™ 0,4949
Residuo 36 4,1000 0,1138
Total 39 4,3750
CV(%) 38,57
Média Geral 0,8750

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 2 - Andlise de variancia para o numero de brotos dos explantes de Bambusa vulgaris in
vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 19,9000 6,6333 4,182* 0,0112
Residuo 36 57,1000 1,5861
Total 39 77,0000
CV(%) 26,32
Média Geral 1,8500

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 3 - Andlise de variancia para o comprimento brotos dos explantes de Bambusa vulgaris
in vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 64,6290 21,5430 4,202* 0,0120
Residuo 36 184,5700 5,1269
Total 39 249,1990
CV(%) 22,76
Média Geral 5,2950

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 4 - Anélise de variancia para o nimero de folhas dos explantes de Bambusa vulgaris in
vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 18,9000 6,3000 4,1850* 0,0122
Residuo 36 54,2000 1,5055
Total 39 73,1000
CV(%) 36,32
Meédia Geral 1,8500

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 5 - Andlise de variancia para a clorofila (A) de Bambusa vulgaris in vitro submetidos a
diferentes espectros de luz.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 16,9000 5,6333 3,9764* 0,0201
Residuo 36 51,0000 1,4166
Total 39 67,9000
CV(%) 36,32
Média Geral 0,9155

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacio experimental, SQ = soma dos quadrados, Fc = valor calculado
de F, QM = quadrado médio, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 6 - Analise de variancia para a clorofila (B) de Bambusa vulgaris in vitro submetidos a
diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 12,3000 4,1000 3,5912* 0,0241
Residuo 36 41,0000 1,1416
Total 39 53,4000
CV(%) 33,33
Média Geral 0,3065

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, Fc = valor calculado
de F, QM = quadrado médio, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 7 - Andlise de variancia para a clorofila (AB) de Bambusa vulgaris in vitro submetidos
a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 31,1000 7,5853 3,6851* 0,011
Residuo 36 74,1000 2,0583
Total 39 105,2000
CV(%) 38,13
Média Geral 1,2152

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 8 - Andlise de variancia para a taxa de carotenoides de Bambusa vulgaris in vitro
submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 22,3500 7,4500 4,8631* 0,0171
Residuo 36 55,1500 1,5319
Total 39 77,5000
CV(%) 29,12
Média Geral 0,7587

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 9 - Anélise de variancia para a sobrevivéncia no enraizamento de Bambusa vulgaris in
vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variagéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 2,2000 0,7333 3,568* 0,0234
Residuo 36 7,4000 0,2055
Total 39 9,6000
CV(%) 53,35
Média Geral 0,4000

Nota: * Valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 10 - Andlise de variancia para a porcentagem de enraizamento de Bambusa vulgaris in
vitro submetidos a diferentes espectros de luz.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Luz 3 1,6750 0,5583 4,902** 0,0059
Residuo 36 4,1000 0,1138
Total 39 5,7750
CV(%) 47,84
Média Geral 0,1750

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia.

Fonte: Do autor (2021).
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ARTIGO 3 - DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO PARA A
MICROPROPAGACAO DE Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. WendlI.

RESUMO

A busca por espécies que apresentam rapido crescimento e multiplos usos € cada vez maior,
nesse contexto, os bambus se mostram como uma alternativa para a obtencdo de matéria prima
renovavel. O Brasil é detentor de grande diversidade de espécies e dentre as exdticas
encontradas no pais estd o Bambusa vulgaris, considerada economicamente uma das espécies
mais importantes do género Bambusa. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi definir
um protocolo de micropropagacéo para a clonagem de Bambusa vulgaris em diferentes sistemas
de cultivo e avaliar a fidelidade genética das plantas micropropagadas. As fases de
multiplicacdo de gemas e alongamento de brotos in vitro ocorreram simultaneamente, onde,
explantes considerados estabelecidos foram dispostos em trés sistemas de cultivos: meio semi-
solido, meio liquido e biorreator de imersdo temporaria, e com sacarose em diferentes
concentracdes (0 e 30 g LY). Adicionalmente, o meio de cultura foi suplementado com 2,0 mg
Lt de benzilaminopurina (BAP) e 0,5 mg L de &cido naftalenoacético (ANA). No
enraizamento in vitro o meio de cultura MS foi suplementado com 2 mg L de é&cido
indolbutirico (AIB), 1,0 mg L de ANA e 0,5 mg L™ de BAP, os tratamentos testados nessa
fase consistiram em duas concentracdes (0 e 100 mg L) de carvdo ativado. A fidelidade
genética foi avaliada por meio de marcadores moleculares ISSR. A utilizacdo do meio de
cultura semi-solido suplementado com 30 g L™ de sacarose apresentou os melhores resultados
para o nimero de brotos por explantes. A suplementacio de de 30 g L™ de sacarose ao meio
liquido resultou nos melhores valores para o alongamento de brotos. Em relacdo ao
enraizamento, o uso do carvao ativado no meio de cultura ndo influenciou a formacéo de raizes
adventicias. As plantas micropropagadas apresentaram fidelidade genética e séo clones fieis a
planta matriz.

Palavras-chave: Bambu. Clonagem. Cultivo in vitro. ISSR. Propagacéo vegetativa.
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DIFFERENT CULTIVATION SYSTEMS FOR MICROPROPAGATION OF Bambusa
vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl.

ABSTRACT

The search for species that show rapid growth and multiple uses is increasing, in this context,
an alternative for these applications are bamboo species. Brazil has a great diversity of species
and among the exotic species found in the country is Bambusa vulgaris, considered
economically one of the most important species of the Bambusa genus. Thus, the objective of
the present work was to define a micropropagation protocol for the cloning of B. vulgaris in
different cultivation systems and to evaluate the genetic fidelity of micropropagated plants. The
phases of in vitro bud multiplication and shoot elongation occurred simultaneously, where
explants considered established were arranged in three cultivation systems: semi-solid medium,
liguid medium and temporary immersion bioreactor, and with sucrose in different
concentrations (0 and 30 g L™). In addition, the culture medium was supplemented with 2 mg
L of benzylaminopurine (BAP) and 0.5 mg L™ of a-naphthalenoacetic acid (NAA). MS culture
medium was supplemented with 2 mg L of indole-3-butyric acid (IBA), 1.0 mg L of NAA
and 0.5 mg L of BAP for the in vitro adventitious rooting, and the treatments tested in this
phase consisted of two concentrations (0 and 100 mg L) of activated charcoal. Genetic fidelity
was assessed using ISSR molecular markers. The use of semi-solid culture medium
supplemented with 30 g L™ of sucrose showed the best results for the number of shoots per
explant; and 30 g L of sucrose supplemented in the liquid medium resulted the best values for
the shoot length. Activated charcoal supplemented in the culture medium did not influenced the
formation of adventitious roots. The micropropagated plants showed genetic fidelity, i.e., they
can be considered clones of the selected plants.

Keywords: Bamboo. Cloning. In vitro cultivation. ISSR. Vegetative propagation.
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1 INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro esta apresentando desenvolvimento tecnolégico, e a principal
razdo que intensifica essa dindmica evolucional € a grande demanda por produtos e subprodutos
de origem florestal, que tem forte relagdo com o crescimento populacional e o aumento da
utilizacdo de fontes de energias renovaveis, tendo como consequéncia a necessidade de
expansdo de producdo de madeira e seus derivados, intensificando a importancia do
crescimento da produtividade das culturas para suprir o mercado (MOREIRA, 2011;
OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2019).

Desta forma, a busca por espécies que apresentam rapido crescimento e multiplos usos
¢ cada vez maior. Nesse contexto, uma alternativa ao uso de espécies florestais sdo os bambus,
que de acordo com Li et al. (2015), podem servir como substitutas da madeira, tendo em vista
que os bambus contribuem para o fornecimento de recursos florestais, além de favorecer
diversas atividades ecoldgicas.

O Brasil € detentor de grande diversidade de espécies de bambus e dentre as exdticas
encontradas no pais estd o Bambusa vulgaris Schrad. ex J. C. Wendl., considerada
economicamente a espécie mais importante dentro do género Bambusa (INBAR, 2017). Os
bambus séo cultivados visando atender a demanda por reflorestamento, recuperagéo de solo,
protecdo ambiental, construcdo de casas, fabricacdo de mdveis, implementos agricolas,
artesanato e producdo de celulose para fabricacdo de papel (CAIRO et al., 2018; FURLAN et
al., 2018; GARCIA-RAMIREZ et al., 2014; RIBEIRO et al., 2020).

No entanto, existem algumas caréncias no que diz respeito aos protocolos de propagacéo
dessas plantas (NOGUEIRA; GOMES; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2019) e ainda s&o
necessarios estudos mais aprofundados visando aprimorar as técnicas de producdo de mudas
clonais para aplicacGes comerciais. Considerando essa problematica, a propagacao in vitro pode
ser adotada como ferramenta biotecnoldgica visando a producao de mudas clonais (SANTOS
etal., 2019). Desta forma, os desenvolvimentos de protocolos especificos para cada espécie sdo
importantes, tendo em vista que novos estudos sobre a micropropagacéo utilizando diferentes
condi¢cBes de cultura, biorreatores e meios liquidos podem contribuir para uma maior
otimizacdo do processo e reduzir os custos de producdo, apontando a necessidade de novas
pesquisas nesse campo de estudo (GARCIA-RAMIREZ et al., 2014; MOREIRA et al., 2013;
NOGUEIRA et al., 2017; PENCHEL; OTONI; XAVIER, 2007).
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Além disso, em algumas situacGes é possivel observar que as técnicas de
micropropagacao podem ocasionar alteragcdes genéticas, as quais sdo definidas por Larkin e
Scowcroft (1981) como varia¢es somaclonais, consideradas desvantajosas quando o objetivo
principal € a obtencdo de clones. Nesse contexto, a validacdo dos protocolos de
micropropagacao pode ser realizada com a utilizagdo ferramentas moleculares.

Baseado no exposto, o objetivo do presente trabalho foi definir um protocolo de
micropropagacao para a clonagem de Bambusa vulgaris em diferentes sistemas de cultivo e
avaliar a fidelidade genética das plantas micropropagadas por meio da utilizacdo de marcadores

moleculares ISSR.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo geral

Para a conducgéo dos experimentos foram utilizadas brotacGes coletadas de uma matriz
adulta de Bambusa vulgaris. As plantas que serviram como fonte de brotagdes foram
conduzidas em vasos com capacidade para quatro litros contento areia lavada e terra de subsolo
(1:1, v/v) como substrato, e dispostos em casa de vegetacdo localizada no Viveiro Florestal do
Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As matrizes foram fertirrigadas semanalmente com solucdo nutritiva desenvolvida para
0 crescimento e emissao de novas brotacdes (TABELA 1). A irrigacédo foi realizada uma vez
ao dia, diretamente no substrato, evitando o contato da agua com as partes aéreas do vegetal. O

controle de plantas daninhas foi realizado por meio de arranque manual.

Tabela 1 - Composigéo da solugédo nutritiva para a fertirrigacdo (adubacgéo de crescimento).

Solugéo nutritiva®

Nutriente (mg L) Peso molecular

N-NOs- 60,00 14,00

N-NHa+ 30,00 14,00

P 12,00 30,97

Ca 30,00 40,08

K 80,00 39,10

S 18,92 32,06

Mg 12,00 24,31

Cu 0,10 63,54

Fe 2,00 55,85

Mo 0,02 95,94

Mn 1,60 54,94

Zn 1,96 65,37

B 1,08 10,81
Fonte de macro e micronutriente FQ/PM (mg LY
Nitrato de potassio (Nuclear®) KNOs /101,10 206,8500
Monoaménio fostato (Mallinckrodt®) NHsH2PO4 / 115,03 44 5700
Nitrato de amonio (Reagex®) NH4NOs /80,04 140,5000
Sulfato de célcio (Vetec®) CaS04.2H.0 /172,17 87,1817
Nitrato de célcio (Labsynth®) Ca(NO3)2.4H20 / 236,15 57,1800
Sulfato de magnésio (Mallinckrodt®) MgSO4.7H20 / 246,48 121,6680

Sulfato de manganés (Ecibra®) MnS04.H20 /169,01 4,9223

Sulfato de cobre (Mallinckrodt®) CuS04.5H20 / 249,68 0,3929
Sulfato de ferro (Synth®) FeS04.7H20 / 278,02 9,9520
Sédio - EDTA (Nuclear®) Naz-EDTA.2H20 / 372,24 13,3110
Molibdato de sddio (Merck®) NazMo04.2H20 / 241,95 0,0504
Sulfato de zinco (Mallinckrodt®) ZnS04.7H20 / 287,54 8,6000
Acido bérico (Ecibra®) HsBOs/ 61,83 6,2000

Nota: O pH foi ajustado para 6,2(x1) & temperatura de 25°C com &cido cloridrico (HCI) ou hidroxido
de sédio (NaOH), ambos a 1M. FQ = férmula quimica, PM = peso molecular.
Fonte: Do autor (2021).
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Apo0s a coleta das brotacOes, as bainhas foliares foram removidas e seus resquicios
cuidadosamente raspados com o auxilio de estilete, a fim de que a gema fosse exposta
facilitando a assepsia. O material entdo foi lavado com agua deionizada e autoclavada e
detergente neutro. Em seguida, as brotagdes foram reduzidas a explantes nodais de 2 cm de
comprimento e foram submetidos a lavagem por 30 segundos em solucdo hidroalcodlica a 70%,
seguido de lavagem com &gua deionizada e esterilizada. Posteriormente foram imersos em
solucdo contendo hipoclorito de sddio (NaOCI) (agua:hipoclorito, v/v, 1,00 — 1,25% de cloro
ativo) durante dez minutos. Finalizando o tratamento asseptico, os explantes foram inoculados
verticalmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), os quais foram vedados com filme plastico a base de policloreto de vinila
(PVC). Os tubos de ensaio (20 x 100 mm) foram dispostos em sala de crescimento com

temperatura de 24°C+1°C, irradiagdo de 40 umol m?2 st e fotoperiodo de 16 horas.

2.2 Multiplicagéo e alongamento in vitro

As fases de multiplicacdo de gemas e alongamento de brotos in vitro ocorreram
simultaneamente, onde, explantes considerados estabelecidos foram dispostos em 3 sistemas de
cultivos: Meio semi-solido, onde se utilizou frascos de vidro (72x72x100 mm) contendo 50 mL
do meio de cultura MS (FIGURA 1A); Meio Liquido — onde se utilizou tubos de ensaio com
15 mL de meio de cultura liquido estacionario (FIGURA 1B) e Biorreator - Biorreator de
Imersdo Temporaria, com 150 mL de meio de cultura liquido (FIGURA 1C), em que a
sequéncia de imersdo adotada para esse sistema foi de 1 minuto a cada 3 horas. A sacarose foi
adicionada em diferentes concentragdes (0 e 30 g LY).

Figura 1 — Sistemas de cultivo utilizados na fase de multiplicagdo e alongamento in vitro de
Bambusa vulgaris.

A

iy . 7 S &y
Legenda: A. Meio Semi-sélido; B. Meio liquido e C. Biorreator: Biorreator de Imersdo Temporaria.
Barra = 1,0 cm.

Fonte: Do autor (2021).
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Adicionalmente, o meio de cultura foi suplementado com 2,0 mg L de
benzilaminopurina (BAP) e 0,5 mg L™ de acido naftalenoacético (ANA), visando induzir a
multiplicacdo e acelerar a obtencdo de brotacbes vidveis para o enraizamento in vitro. Os
tratamentos foram dispostos em sala de crescimento com temperatura de 24°C+1°C, irradiacéo
de 40 umol m2 s e fotoperiodo de 16 horas.

A renovagéo de solucdo nutritiva e os subcultivos foram realizados quinzenalmente. Ao
final dos 60 dias foi avaliada a sobrevivéncia, numero e comprimento dos brotos e seu vigor.
Para o vigor foi elaborada uma escala de notas de 1 a 4 adaptado de Oliveira et al. (2016)
(FIGURA 2A).

Figura 2 - AvaliacOes de vigor e oxidacao de acordo com a escala de notas de Bambusa vulgaris.

ESCALA DE NOTAS
1 2 3 4

VIGOR

OXIDACAO

Legenda: A (vigor): 1 = Otimo: indugéo de brotagdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional
aparente; 2 = Bom: indugdo de brotacBes, porém com crescimento reduzido; 3 = Regular: pouco
desenvolvimento das brotagdes e/ou deficiéncia nutricional aparente; 4 = Péssimo: senescéncia e morte
dos explantes; B (oxidagdo): 1 = Nula: sem oxidacdo; 2 = Baixa: reduzida oxidacdo na base dos
explantes; 3 = Média: inicio de oxidacdo dos explantes e mudanca de colora¢do no meio de cultura ; 4
= Alta: oxidacdo completa das brotacdes (meio de cultura escurecido). Barra = 2,0 cm.

Fonte: Do autor (2021).

O experimento foi conduzido no delineamento fatorial inteiramente casualizado,
testando-se trés sistemas de cultivo (semi-sélido, liquido e biorreator) e duas concentracdes de
sacarose (0 e 30 g L™). Cada tratamento foi constituido por 15 repeticdes contendo 1 explante

em cada repeticéo.



91

2.3 Enraizamento in vitro

Explantes de aproximadamente 5 cm de comprimento (oriundos das fases de
multiplicacéo e alongamento) foram inoculados em frascos de vidro (72x72x100 mm) contendo
50 mL do meio de cultura MS suplementado com 2 mg L™ de acido indolbutirico (AIB), 1 mg
L de ANA e 0,5 mg L de BAP. Os tratamentos testados consistiram em duas concentragdes
(0 e 100 mg L) de carvdo ativado (Merck S.A.). Os frascos foram dispostos em sala de
crescimento com temperatura de 24°C=+1°C, irradiagdo de 40 umol m?2 s e fotoperiodo de 16
horas. Ap6s 60 dias foi avaliada a porcentagem de enraizamento e a oxidacgao dos tecidos. Para
a oxidacdo foi elaborada uma escala de notas de 1 a 4 adaptado de Oliveira et al. (2016)
(FIGURA 2B).

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, testando-se
duas concentracdes de carvio ativado (0 e 100 mg L™). Cada tratamento foi composto por 20

repeticdes contendo um explante em cada repeticéo.

2.4 Preparo do meio de cultivo

O meio de cultura foi preparado com agua deionizada, adicionando-se 6 g L™ de 4gar e
30 g L de sacarose (C12H22011 / 342,30 g) quando necessario. O valor do pH foi ajustado para
5,8 com HCI (0,1M) e NaOH (0,1M) previamente a adi¢do do a4gar ao meio de cultura, e entdo
autoclavado a temperatura de 127°C (1,5 kgf cm) durante 20 minutos. O BAP (C12H11Ns /
225,25 g), ANA (C12H1002/ 186,2 g) e AIB (C12H13NO2 / 203,24 g) foram adicionados ao meio

de cultura antes da autoclavagem.

2.5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas em software R Core Team (2018), com auxilio
do pacote ExpDes, versdo 1.1.2 (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2013). Os dados
coletados dos experimentos foram analisados quanto a homocedasticidade e distribuigédo
normal de residuos por meio dos testes de Hartley (p > 0,05) e Shapiro-Wilk (p > 0,05),

respectivamente. Conforme os resultados dos testes de Hartley e Shapiro-Wilk, os dados foram
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transformados por teste Box-Cox. Apos, os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA, p <0,05) e as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

2.6 Fidelidade genética

Folhas jovens foram coletadas de plantas enraizadas in vitro e também das plantas
matrizes em vasos, visando avaliar a fidelidade genética. As extracdes de DNA foram realizadas
de acordo com protocolo adaptado de Ferreira e Grattapaglia (1998). Para avaliar a fidelidade

genética foram utilizados 20 primers, cujas especificacfes estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Especificacbes dos primers ISSR utilizados nas andlises de fidelidade genética de
individuos de Bambusa vulgaris.

Primer Sequéncia
Becky (CA)-YC
Chris (CA)+-YG
John (AG)-YC
Manny (CAC)+-RC
Mao (CTC)s-RC
Omar (GAG)s-RC
UBCB809 (AG)s-G
UBCB810 (GA)e-T
UBCB813 (CT)e-T
UBC814 (CT)e-TG
UBC825 (AC)s-T
UBC827 (AC)e-G
UBCB834 (AG)sYT
UBCB835 (AG)s-YC
UBCB840 (GA)e-YT
UBC842 (GA)s-YG
UBC848 (CA)s-RG
UBCB857 (AC)sYG
UBC898 (CA)s-RY
UBC901 (GT)YR

Nota: R = purina (A ou G) e Y = pirimidina (Cou T).
Fonte: Do autor (2021).

As reacOes de ISSR foram preparadas em microplacas (PCR-96-Axygen Scientific),
sendo que em cada poco foram colocados 3 uL de DNA (padronizado a 20 ng puL* para todas
as amostras) e 10 pL de mix de reacdo [1,5 mM de tampdo de PCR Phoneutria®, 1,5 mM de
dNTP, 1 U de Taq polimerase Phoneutria® (5 U pLt), Taq diluente (a base de BSA e Tris HCI)
e 0,2 mM de cada primer, completando o volume final com agua ultrapura (4,2 uL)]. As rea¢des
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foram amplificadas em termociclador Gene Amp PCR System 9700, seguindo as seguintes
etapas: 2 minutos a 94°C para desnaturagéo inicial; 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 42°C e 1 minuto a 72°C; e extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5% e corado com Gel Red TM (Uniscience).

As andlises dos amplicons foram realizadas visualmente.
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3 RESULTADOS
3.1 Multiplicacéo e alongamento in vitro

As fases de multiplicacdo de gemas e alongamento de brotos in vitro dos explantes de
Bambusa vulgaris ocorreram simultaneamente, e nesse periodo em relacdo a sobrevivéncia,
houve influéncia significativa (p < 0,05) da concentracdo de sacarose utilizada, com a maior
média (86,6%) na concentracdo de 30 g L. Na auséncia de sacarose houve sobrevivéncia de
apenas 20% (FIGURA 3A).

Figura 3 - Caracteristicas observadas na multiplicacdo e alongamento in vitro de Bambusa

vulgaris em relacdo aos diferentes sistemas de cultivo (semi-sélido, liquido e biorreator).
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Legenda: A. sobrevivéncia em relagdo a utilizagdo de sacarose; B. sobrevivéncia em relacao aos sistemas
de cultivo; C. nimero de brotos por explante em relacdo aos sistemas de cultivo e utilizacdo de sacarose
e D. comprimento de brotos em relacdo aos sistemas de cultivo e utilizacdo de sacarose. Para A e B,
valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo teste de Tukey. Para C e D, valores médios seguidos por mesma letra
mindscula ndo apresentam diferenca significativa em relacdo aos sistemas de cultivo, e valores médios
seguidos por mesma letra maiuscula ndo apresentam diferenca significativa em relacdo as concentragoes
de sacarose ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey. Dados apresentados com média
* erro padrdo.
Fonte: Do autor (2021).
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Em relacdo ao sistema de cultivo adotado, ndo houve influéncia na porcentagem de
sobrevivéncia aos 60 dias ap0s a inoculacdo (FIGURA 3B), e a maior média ocorreu com 0 Uso
do sistema semi-solido (65%), entretanto nao diferindo (p < 0,05) do sistema liquido (40%) e
biorreator (55%). Com isso, pode-se considerar que independente do sistema de cultivo
utilizado a espécie B. vulgaris € altamente dependente da fonte de carboidrato (sacarose) para
sua sobrevivéncia in vitro.

Acerca do nimero de brotos por explante (FIGURA 3C), houve diferenga significativa
(p < 0,05) em relacdo ao sistema de cultivo apenas quando os explantes foram submetidos ao
método de cultivo em meio semi-sélido, resultando em 4,1 brotos por explante na concentracéo
de 30 g L de sacarose. No que diz respeito a concentragio de sacarose utilizada, as médias
diferiram (p < 0,05) quando foi utilizada a concentragdo de 30 g L.

Para o comprimento de brotos alongados em relacéo aos sistemas de cultivos adotados
(FIGURA 3D) houve diferenca (p < 0,05), as maiores médias foram observadas quando os
explantes foram submetidos aos sistemas semi-sélido e liquido, com 7,9 cm e 10,8 cm,
respectivamente, ambos na concentracdo de 30 g L™ de sacarose. No tocante a utilizagdo de
sacarose, as medias difeririam (p < 0,05) apenas quando os explantes foram suplementados com
o carboidrato (30 g L), com a maior média sendo constatada no sistema de cultivo liquido
(10,8 cm). Desta forma € possivel dizer que o sistema de cultivo liquido com a utilizacdo de
sacarose € 0 mais adequado para o alongamento de brotos de B. vulgaris em condic@es in vitro,
evidenciando elevada dependéncia de carboidrato suplementado ao meio de cultura.

Conforme a escala de notas para o vigor (FIGURA 2A), as maiores frequéncias foram
observadas na escala de nota 4 (TABELA 3), nos sistemas semi-solido (70%) liquido (80%) e
biorreator (80%) sem a suplementacdo com sacarose. Desta forma, o sistema semi-sélido
suplementado com 30 g L™ de sacarose resultou as melhores respostas para o vigor na fase de
multiplicacdo e alongamento in vitro, levando em consideracdo que os maiores valores de
frequéncia na escala de nota 1 foram observados quando os explantes foram submetidos a esse

sistema de cultivo.
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Tabela 3 - Porcentagem de frequéncia do vigor, baseada na escala de notas (Figura 2A) na
multiplicacdo e alongamento in vitro de Bambusa vulgaris em diferentes sistemas

de cultivo.
Vigor (%)

Tratamento 1 > 3 2
SS! com sacarose 60 20 20 0
SS! sem sacarose 0 10 20 70
Lig? com sacarose 10 20 40 30
Lig? sem sacarose 0 10 10 80
BIT? com sacarose 30 50 20 0
BIT® sem sacarose 10 10 0 80

Média 15,8 17,4 18,3 43,3

Erro Padrdo 9,4 6,3 54 15,6

Nota:*Meio semi-sélido, 2Meio liquido e ®Biorreator de Imersdo Temporaria. Dados apresentados com
média * erro padréo.

Legenda: Vigor): 1 = Otimo: inducio de brotagBes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional
aparente; 2 = Bom: indugdo de brotaces, porém com crescimento reduzido; 3 = Regular: pouco
desenvolvimento das brotagdes e/ou deficiéncia nutricional aparente; 4 = Péssimo: senescéncia e morte
dos explantes.

Fonte: Do autor (2021).

3.2 Enraizamento in vitro

No que diz respeito ao enraizamento dos explantes (FIGURA 4) ndo foi observada
diferenca (p < 0,05) em relacdo da adi¢&o de carvao ativado no meio de cultura aos 60 dias apds
a inoculacdo. A presenca de raizes adventicias foi observada tanto na presenca quanto na
auséncia de carvao ativado (FIGURA 5) suplementado ao meio de cultura, com 58,3% e 50%
de enraizamento, respectivamente, ndo sendo possivel afirmar que o uso do carvdo ativado

favoreceu a inducdo e emissdo de raizes em B. vulgaris.
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Figura 4 - Enraizamento in vitro em Bambusa vulgaris em relacéo a utilizacdo de carvao ativo,
aos 60 dias.
100 -
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60 -

T

1A
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Enraizamento (%)
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Com carvao Sem carvdo

Carvdo Ativado
Legenda: Médias com letras iguais nao apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <0,05).
Dados apresentados com média * erro padréo.
Fonte: Do autor (2021).

Figura 5 - Emissdo de raizes adventicias em explantes de Bambusa vulgaris in vitro.
- A T C

Legenda: A. enraizamento em meio de cultura com adi¢do de carvao ativado e B e C. enraizamento em
meio de cultura sem adicao de carvdo ativado. Barra=1,0 cm.
Fonte: Do autor (2021).

Para a oxidagdo, de acordo com a escala de notas (FIGURA 2B), foi observada a
frequéncia de 80% dos explantes cultivados no meio de cultura com carvao ativado na escala
de notas 1 (TABELA 4), ou seja, ndo apresentaram oxidacdo nos tecidos e mudanca de
coloracdo no meio de cultivo. Em relacdo aos explantes submetidos ao meio de cultivo sem a
adicdo de carvao ativado, a maior frequéncia foi verificada na escala de notas 3 (60%). Desta

maneira, para a obtencdo de plantas de B. vulgaris isentas de oxidac&o na fase de enraizamento,
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a adicdo de carvéo ativado no meio de cultura na concentragdo de 100 mg L™ pode ser uma

alternativa.

Tabela 4 - Porcentagem de frequéncia de oxidacdo, baseada na escala de notas (Figura 2B) no
enraizamento in vitro de Bambusa vulgaris em diferentes concentracdes de carvéo

ativado.
Tratamento Oxidagao (%)
(concentracéo de carvao ativado) 1 2 3 4
Auséncia 10 10 60 20
Presenca (100 mg L) 80 20 0 0
Média 45 15 30 10
Erro Padréo 35 5 30 10

Nota: Dados apresentados com média + erro padrao.

Legenda: Oxidacdo: 1 = Nula: sem oxidagdo; 2 = Baixa: reduzida oxidacdo na base dos explantes; 3 =
Média: inicio de oxidagao dos explantes e mudanca de coloragdo no meio de cultura; 4 = Alta: oxidagao
completa das brotacGes (meio de cultura escurecido). Barra = 2,0 cm.

Fonte: Do autor (2021).

3.3 Fidelidade genética

Por meio das folhas jovens que foram coletadas das plantas enraizadas in vitro e as
plantas matrizes em vasos, averiguou-se que os individuos micropropagados sdao clones
idénticos as plantas matrizes de Bambusa vulgaris. Dos 20 primers testados, 15 exibiram
caracteristicas adequadas para avaliacdo, apresentando amplificacdo adequada e bandas
discerniveis que foram considerados na verificacdo de fidelidade genética, a figura 6 apresenta

o0 gel obtido com a utilizacdo de alguns desses primers (FIGURA 6).
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Figura 6 - Gel obtido utilizando os primers ISSR Manny, MAO, Omar, Becky, UBC 809, UBC
842, UBC 848 e UBC 989 para Bambusa vulgaris.
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Fonte: Do autor (2021).

Nos 15 primers testados que apresentaram amplificacéo, foi observado monomorfismo
em todas as bandas para todos os individuos (TABELA 5). Para a identificacdo das bandas,
foram utilizados como critérios a forte intensidade e a clara separagdo de outras bandas. A

auséncia de polimorfismo confirma que ndo houve variacdo somaclonal.
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Tabela 5 - Resultado das amplificacBes por primers para Bambusa vulgaris

Primer Total de amplicons Monomorficas Polimdrficas

(¢,

Becky 0
Chris
John
Manny
MAO
Omar
UBC809
UBC810
UBC813
uUBC814
UBC825
uBC827
UBC834
UBC835
UBC840
uBC842
UBC848
UBC857
UBC898
UBC901

OCOwWwhrrprpoophrphooOuvuoOwWrobodb~owowm
Wwhrhphp,ooprrhooOouioOwWwproubodbow
[eNeoNeoNoNolNolNoelolNololololoelNollolNollollolNo]

o

Fonte: Do autor (2021).
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4 DISCUSSAO

4.1 Multiplicacéo e alongamento in vitro

A concentragéo de sacarose utilizada no meio de cultivo para a multiplicacdo de gemas
e alongamento de brotos de B. vulgaris in vitro que ocorrem simultaneamente, influenciou
diretamente a sobrevivéncia dos explantes. Levando em consideracdo os sistemas de cultivos
adotados ndo foi verificado relacdo entre os tipos de sistemas e a sobrevivéncia da espécie.

Em um estudo utilizando trés sistemas de cultivo (meio semi-sélido, liquido e biorreator
de imersdo temporéria) em B. vulgaris, Ribeiro et al. (2016) verificaram que independente do
sistema de cultivo adotado, a auséncia de sacarose proporcionou maior taxa de mortalidade dos
explantes cultivados in vitro, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo.
Desta forma, é possivel constatar que B. vulgaris tem forte dependéncia de carboidrato para a
manutenc¢do da sobrevivéncia e obtencdo de sucesso nos protocolos de multiplicacdo da espécie.

Quando cultivadas in vitro, as plantas ndo encontram concentracdes de CO, e Oz em
guantidades ideais para o seu desenvolvimento e podem ser tornar parcialmente heterotroficas.
Com isso, as plantas necessitam de uma fonte de carboidrato exdgena para realizar fotossintese,
sustentar seu crescimento e suprir as suas necessidades metabdlicas, desta forma, a auséncia de
uma fonte de energia externa que beneficie a biossintese dos componentes estruturais e
funcionais no meio de cultura, pode provocar a mortalidade dos explantes (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998; GEORGE; HALL; KLERK, 2008; HARTMANN et al.,
2011), acontecimento observado no presente estudo, nos tratamentos em que nao foi utilizado
sacarose.

Em relacdo ao nimero de brotos por explantes, a maior méedia foi verificada com a
utilizacdo do meio de cultura semi-solido suplementado com 30 g L de sacarose. Para o
comprimento de brotos alongados, a utilizagdo do meio liquido com sacarose (30 g L)
proporcionou os melhores resultados.

Analisando o efeito dos trés sistemas de cultivo, Ribeiro et al. (2016) observaram que a
utilizacdo de meio de cultura liquido e do biorreator de imersdo temporaria apresentaram
resultados mais satisfatorios para a multiplicacdo de gemas e o alongamento de brotos de B.
vulgaris in vitro, diferindo dos resultados encontrados no presente estudo para a multiplicagéo

de gemas e corroborando no que diz respeito ao comprimento de brotos.
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Segundo Nogueira et al. (2017), quando h& maior contato entre a superficie dos
explantes e 0 meio de cultura, a taxa de crescimento é maior devido um aumento da absorcéo
de agua e nutrientes, tendo em vista que o meio liquido oferece condi¢6es uniformes as culturas.
Tal situacdo foi observada no presente estudo com Bambusa vulgaris, levando em consideracéo
que a maior média de comprimento de brotos alongados foi verificada quando os explantes
foram submetidos ao sistema de cultivo com meio liquido.

Uma importante questdo que deve ser levada em consideracdo durante o cultivo in vitro
é o0 estado fisico do meio de cultura que pode estar na forma semi-sélida ou liquida podendo
interferir diretamente no desenvolvimento in vitro dos explantes, devido as diferengas na forma
de contato entre as plantas e 0 meio de cultura, sendo necessario definir a composic¢éo e tipo do
meio de cultura utilizado, considerando ainda que as exigéncias nutricionais necessarias para o
crescimento e desenvolvimento dos tecidos cultivados dependem de varios fatores como a
espécie e 0 genotipo utilizado, podendo ocorrer variagfes até mesmo dentro da prépria planta
(GREENWAY et al., 2012; MENGARDA et al., 2009).

A adocdo de diferentes meios de cultura e distintos sistemas no cultivo in vitro de
bambus, é descrita para varias espécies na literatura, como Bambusa vulgaris (GARCIA-
RAMIREZ et al., 2014; GARCIA-RAMIREZ et al., 2019; RIBEIRO et al., 2016), Guadua
angustifolia Kunth. (GUTIERREZ; LOPEZ-FRANCO; MORALES-PINZON, 2016) e
Guadua longifimbriata E.G. Camus e Guadua angustifolia Kunth. (COSTA et al., 2017),
reforcando a importancia e necessidade de estudos mais aprofundados para definicdes de
protocolos de micropropagacao de espécies com interesse comercial.

Em relacdo a resposta dos explantes ao vigor (TABELA 3), a maior frequéncia de
explantes na escala de nota 1 (FIGURA 2A) foi observado no sistema de cultivo semi-sélido
suplementado com 30 g L™* de sacarose (60%) e as maiores frequéncias de individuos na escala
de nota 4 foram observadas no sistema de cultivo semi-sélido (70%), liquido (80%) e biorreator
(80%), ambos sem a utilizacdo de sacarose.

A concentracdo e o tipo de carboidratos utilizados no meio de cultura sdo fatores de
extrema importancia no cultivo in vitro de vegetais, tendo em vista que estes sdo fonte de
energia e auxiliam a morfogénese da parte aérea e da raiz, influenciando o crescimento e
desenvolvimento das brotagfes (CARVALHO et al., 2013; SILVA et al., 2016). Desta forma,
é possivel dizer que o baixo vigor observado em B. vulgaris no presente estudo, provavelmente

foi ocasionado pela falta de suplementacéo do meio de cultura com sacarose, evidenciando mais
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uma vez a necessidade da suplementacdo de carboidrato ao meio de cultura para favorecer o

rapido crescimento e desenvolvimento in vitro de B. vulgaris.

4.2 Enraizamento in vitro

A utilizacdo de carvdo ativo ndo influenciou o enraizamento in vitro de B. vulgaris,
sendo observada a formacao de raizes tanto na auséncia quanto na presenca de carvao no meio
de cultura. Segundo Sandhu, Wani e Jiménez (2018), o enraizamento de brotos de bambus em
condic@es in vitro é uma etapa fundamental para a obtencdo de sucesso na micropropagacao.
Além disso, de acordo com Mudoi et al. (2013), as espécies de bambus ndo enraizam com
facilidade quando cultivas in vitro. Geiss, Gutierrez e Bellini (2009) também relataram que esse
fato pode ocorrer devido a rizogénese ser influenciada por diversos fatores, como concentragdes
de reguladores de crescimento, luminosidade, status nutricional e aspectos genéticos de cada
individuo.

O fato do carvéo ativado ndo ter influenciado o processo de enraizamento pode ter
relacdo com a suplementacdo dos reguladores de crescimento que foram adicionados nas
mesmas concentracdes em todos os tratamentos avaliados. De acordo com Sandhu, Wani e
Jiménez (2018) o enraizamento de espécies de bambus variam entre as espécies e é altamente
especifico entre cada gendtipo, e essa resposta pode estar atribuida aos niveis de horménios
enddgenos e aos requisitos diferentes de reguladores de crescimento exdgenos de cada explante.

Fisicamente, o carvao ativado tem a capacidade de simular as condi¢des de escuro, onde
as raizes normalmente se desenvolvem melhor e quimicamente, tem efeito adsorvente, retendo
parte de todos os elementos que compdem o meio de cultivo. No entanto a utilizagdo desse
componente nem sempre apresenta vantagens, levando em consideracdo que o carvéo ativado
pode agir como promotor quanto como inibidor do crescimento, pois além de adsorver
compostos tdxicos é capaz é capaz de adsorver nutrientes fundamentais para o crescimento,
fazendo com que a liberacdo desses seja feita de forma gradual (LEITZKE; DAMIANI;
SCHUCH, 2009; VILLA; PASQUAL; SILVA, 2014).

Para a oxidacdo na fase de enraizamento, constatou-se efeito benéfico da utilizagdo
carvao ativado no meio de cultivo. O processo de oxidacdo normalmente é associado a
mecanismos de cicatrizacdo tecidual, que causam a exsudacdo de compostos fenolicos e €
determinado pelo escurecimento dos explantes e do meio de cultura (MUDOI et al., 2013; VAN
WINKLE; JOHNSON; PULLMAN, 2003). A oxidagdo fenolica no cultivo in vitro é



104

recorrentemente relatada em estudos com espécies de bambus, tais como Bambusa vulgaris
(BRONDANI et al., 2017; FURLAN et al., 2018), Dendrocalamus asper (BRONDANI et al.,
2017), Guadua longifimbriata E.G. Camus e Guadua angustifolia Kunth. (COSTA et al., 2017),
desta maneira, com os resultados obtidos no presente estudo é possivel indicar a utilizacdo do
carvdo ativado para solucionar tais problemas nas espécies de bambus. No entanto, de acordo
com Furlan et al. (2018), é necessario a conducdo de mais pesquisas que busquem avaliar
efetivamente a capacidade de enraizamento adventicio de explantes de B. vulgaris, tendo em

vista que os protocolos para esse fim sdo escassos.

4.3 Fidelidade genética

As plantas cultivadas in vitro ndo apresentaram variacao genética quando comparadas
com a matriz doadora de propagulos, mesmo quando submetidas aos reguladores de
crescimento, diferentes sistemas de cultivos e oito subcultivos (120 dias), portanto, sdo
consideradas clones fiéis.

O setor comercial voltado para as espécies de bambu ganhou destague nos ultimos anos
e tudo indica um futuro promissor, com isso, 0 estabelecimento de tecnologias voltadas para a
micropropagacao de tecidos maduros e livres de variagdo somaclonal (SINGH et al., 2012;
SINGH et al., 2013) é um desafio, pois, de acordo com Negi e Saxena (2011), a possibilidade
de ocorrer variacdo genética ndo pode ser descartada e as avaliagdes morfoldgicas, fisioldgicas
e moleculares sdo fundamentais para a aplicacdo comercial das tecnologias de propagacéo.

A ocorréncia de mutacdo ndo pode ser prevista e ao que tudo indica, varios fatores
podem alterar a frequéncia e a natureza da variacdo somaclonal, tais como o gen6tipo doador
do explante, as condicdes de cultivo, o tipo de explante, o meio de cultura, a utilizacdo de
reguladores de crescimento, além do estrese ocasionado pelo préprio cultivo in vitro (ILLG,
1990; VENKATACHALAM; SREEDHAR; BHAGYALAKSHMI, 2007). De maneira geral, a
variacdo somaclonal € uma variacao fenotipica que pode ser de origem genética, quando é uma
varia¢do cromossémica que se torna herdavel nas geracGes seguintes, ou de origem epigenética,
que é uma variagdo transitoria devido ao estresse fisioldgico que o material vegetal é submetido,
quando cultivado em condicdes in vitro (BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011; WANG;
WANG, 2012).

A fidelidade genética de plantas micropropagadas é comumente abordada em diversos

estudos e é importante para a compreenssao dos fatores envolvidos na propagacdo de bambus
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(KOZEN et al., 2017) e, na maioria das vezes, sdo realizados por meio de marcadores
moleculares baseados em DNA.

A utilizacdo de marcadores ISSR para esses fins em espécies de bambus vém sendo
bastante utilizados, como os trabalhos realizados por Negi e Saxena (2010) em Bambusa
balcooa, Anand, Brar e Sood (2013) em clones de Bambusa bambos (L.) Voss e Nogueira,
Gomes e Scherwinski-Pereira (2019) em Guadua magna Londoiio & Filg. e Guada angustifolia
Kunth. Nesses estudos ndo foi observada variacao genética das plantas nos sistemas de cultivo

avaliados, evidenciando a eficiéncia do protocolo utilizado para a producédo de clones.
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5 CONCLUSOES

o A utilizacdo do meio de cultura semi-solido suplementado com 30 g L? de
sacarose apresentou os melhores resultados para o nimero de brotos por explante.

o A concentracdo de 30 g L™ de sacarose no meio liquido resultou nos melhores
valores para o alongamento de broto.

o O uso do carvéo ativado no meio de cultura ndo influenciou a formacéo de raizes
adventicias, no entanto reduziu a oxidacdo dos tecidos.

o As plantas micropropagadas apresentaram fidelidade genética e séo clones fieis

as plantas matrizes.
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ANEXOS

Anexo 1 - Géis obtidos com os primers testados para B. vulgaris

LT
R T

TR L {TRLALL (T

Ao Frm TR

L - m“umm,,

-wm mMnm mmmn ||m..

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 2 - Analise de variancia para a sobrevivéncia de Bambusa vulgaris em relacdo a
multiplicacdo de gemas in vitro.

Fontes de Variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sistema 2 0,1697 0,0848 2,318™ 0,1090
Sacarose 1 1,7863 1,7863 48,6486** 0,0001

SISxSAC 2 0,0625 0,0312 0,8514"™ 0,4320
Residuo 54 1,9828 0,0367
Total 59 4,0013
CV(%) 19,49
Meédia Geral 0,9831

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. ** Valor

significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de liberdade, CV =

coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado médio, Fc = valor

calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por (sob+0,5)"0,5.
Fonte: Do autor (2021).

Anexo 3 - Analise de nimero de brotos para a sobrevivéncia de Bambusa vulgaris em relacdo
a multiplicacdo de gemas in vitro.

Fontes de Variacao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sistema 2 0,8791 0,4395 20,5829** 0,0001
Sacarose 1 0,5451 0,5451 25,5255** 0,0001

SISxSAC 2 0,1403 0,0701 3,2864* 0,0450
Residuo 54 1,1532 0,0213
Total 59 2,7180
CV(%) 18,01
Média Geral 0,8110

Nota: * ou ** Valor significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamente pelo
teste F. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagdo experimental, SQ = soma dos quadrados,
QM = quadrado médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados
transformados por 1/(nb”0,5).

Fonte: Do autor (2021).
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Anexo 4 - Andlise de comprimento de brotos para a sobrevivéncia de Bambusa vulgaris em
relagcdo ao alongamento de brotos in vitro.

Fontes de Variacdo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sistema 2 5,4140 2,7070 38,5614** 0,0001
Sacarose 1 10,3907 10,3907 148,0160** 0,0001

SISXSAC 2 4,1735 2,0867 29,7263** 0,0001
Residuo 54 3,7908 0,0702
Total 59 23,7691
CV(%) 11,94
Média Geral 2,2182

Nota: ** Valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
cb”0,5.

Fonte: Do autor (2021).

Anexo 5 - Analise de enraizamento de brotos de Bambusa vulgaris in vitro.

Fontes de Variacéo GL SQ QM Fc Pr>Fc
Carvéo 1 0,0111 0,0111 0,1549™ 0,6980
Residuo 22 1,5853 0,0720

Total 23 1,5965
CV(%) 27,18
Média Geral 0,9874

Nota: ™ Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste F. GL = graus de
liberdade, CV = coeficiente de variacdo experimental, SQ = soma dos quadrados, QM = quadrado
médio, Fc = valor calculado de F, Pr = probabilidade e Pr>Fc = significancia. Dados transformados por
(enr+0,5)"0,5.

Fonte: Do autor (2021).



