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RESUMO

TREVELIN, V. Micropropagacdo de Plantas Ornamentais - Gypsophila
paniculata e Dracaena sanderiana. 2014.59f. Dissertacdo de Mestrado - Programa
de Pés- Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas- UFPel,
Pelotas/RS

A floricultura traz muitos beneficios sociais e econémicos, ja que € possivel produzir
em pequenas areas, criando trabalho e desta forma mantendo o homem no campo.
O Brasil, por apresentar climas e solos bastante diversificados, € um pais que
possibilita o cultivo das mais variadas espécies de flores e plantas ornamentais,
tanto de origem nativa ou exotica, como de clima temperado ou tropical. A
Gypsophila paniculata é uma espécie com grande mercado entre as flores de corte,
podendo ser propagada comercialmente através de métodos vegetativos, como
enraizamento de estacas. Outra planta ornamental de destaque é a Dracaena
sanderiana, conhecida como Bambu-da-sorte, sendo atualmente uma das plantas de
vaso mais populares em todo o mundo. Os arranjos formados foram popularizados
segundo a tradicdo chinesa do Feng Shui, sendo oferecidos como presentes com
intuito de trazer sorte, energizar ambientes e dissipar fluxos negativos. A tecnologia
da cultura de tecidos pode auxiliar na propagacdo destas espécies, visando a
producdo de mudas com elevada qualidade genética e sanitaria, substituindo assim,
0s métodos de propagacdo por sementes ou estacas. Tanto as técnicas
convencionais de micropropagacdo, como O uso de biorreatores podem ser
utilizadas para a propagacao destas espécies ornamentais, viabilizando aumentar a
oferta de mudas para o mercado. Os estudos foram conduzidos em experimentos
gue visaram a multiplicacdo de G. paniculata, em meios MS semissolido e liquido em
biorreatores com sistema de imersdo temporaria (STI) e o0 estabelecimento e
inducdo inicial de brotacdes de D. sanderiana, testando diversos explantes e
reguladores de crescimento, bem como avaliar o estresse oxidativo, ocorrido in vitro
na fase de estabelecimento. Neste contexto, o trabalho teve como objetivos: a)
realizar uma andlise comparativa entre a multiplicacdo de G. paniculata in vitro pelo
sistema convencional e por biorreatores com sistema de imersdo temporaria; b)
definir um protocolo eficiente para o estabelecimento de D. sanderiana e analisar a
atividade das enzimas antioxidantes da mesma, durante o processo de
estabelecimento in vitro. Quanto aos resultados de micropropagacao e multiplicacao
de G. paniculata, o sistema de biorreator de imersédo temporaria foi mais eficiente,
demonstrando maior proliferacdo de brotacbes e maior numero de folhas. Para D.
sanderiana os resultados obtidos mostraram que o procedimento de desinfestacdo
mais promissor para a espécie foi com hipoclorito de sédio a 2% por 15 minutos e
lavagens de 10 minutos com Cetazima 250 mgL™, com adicdo de PPM (Plant
Preservative Mixture) ao meio de cultura. Dentre os meios testados, o meio MS
semissolido suplementado com 15 mgL*de 2ip e 0,5 mgL” AIA e posterior
diminuicdo para 2mgL™de 2ip, foram os que apresentaram os melhores resultados
guanto ao estabelecimento e inducdo de gemas. Quanto as analises enzimaticas,
apos 20 dias in vitro, os explantes de D. sanderiana ja apresentaram uma adaptacao
ao ambiente, independente de serem expostos a luz ou ao escuro.

Palavras-chaves: cultura de tecidos; biorreatores; estabelecimento; estresse
oxidativo



ABSTRACT

TREVELIN, V. Micropropagation of Ornamental Plants - Gypsophila paniculata
and sanderiana Dracaena. 2014.59f. Master's Dissertation- Graduate Program in
Plant Physiology. Federal University of Pelotas- UFPel, Pelotas / RS

Floriculture brings many social and economic benefits, since it is possible to produce
in small areas, fostering employment and thus keeping the man in the country. Brazil,
by presenting very diverse climates and soils, is a nation that enables the growth of a
wide variety of flowers and ornamental plants, both from native and exotic origins,
and from temperate and tropical climates. The Gypsophila paniculata is a species
that provides a large market among the cut flowers and can be commercially
disseminated by vegetative methods such as rooting. Another outstanding
ornamental plant is the Dracaena sanderiana, known as lucky bamboo, being
currently one of the most popular pot plants worldwide, whose arrangements were
popularized according to the Chinese tradition of Feng Shui, being offered as a gift
with the intention of bringing luck, energizing environments and dispel negative flows.
The tissue culture technology can aid spreading these species, aiming at producing
seedlings with high genetic quality and health, thus taking the place of the methods
of propagation by seeds or cuttings. Both conventional micropropagation techniques
and the use of bioreactors can be used for the propagation of these ornamental
species, enabling to increase the supply of seedlings to market. These studies were
conducted through experiments which aimed at the reproducing of G. paniculata in
semisolid and liquid media in bioreactors with a temporary immersion system (TIS)
and the establishment and initial shoot induction of D. sanderiana, testing several
explants and growth regulators, as well as at evaluating oxidative stress in vitro,
occurred in the establishment phase. In this context, the study aimed at: a)
conducting a comparative analysis between the multiplication of Gypsophila
paniculata in vitro, both by conventional system and through bioreactors with
temporary immersion system; b) defining an efficient protocol for in vitro
establishment of Dracaena sanderiana and analyzing the activity of its antioxidant
enzymes during the establishment process. Regarding the results of G.paniculata’s
micropropagation and multiplication, the temporary immersion bioreactor system was
more efficient, demonstrating greater proliferation of shoots and a greater number of
leaves. Concerning D. sanderiana, results showed that the most promising
decontamination procedure for the species was with sodium hypochlorite 2% for 15
minutes and 10 minute washes with Cetazima 250 mgL™, with the addition of PPM to
the cultural environment. Among the media tested, MS semisolid environment
supplied with 15 mgL™ 2ip and 0.5 mgL™ AIA and subsequent decrease to 2mgL*2ip
presented the best results regarding the bud establishment and formation. In the
enzymatic analysis, after 20 days in vitro, D.sanderiana explants already presented
an adaptation to the environment, whether it be exposed to light or dark.

Keywords: tissue culture; bioreactors; establishment; oxidative stress
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil é um pais com climas e solos bastante diversificados, o que possibilita
0 cultivo das mais variadas espécies de flores e plantas ornamentais, tanto de
origem nativa ou exotica, bem como de clima temperado e tropical. A producédo
brasileira de plantas ornamentais divide-se em: flores de corte, flores de vaso,
sementes, plantas de interiores, plantas de paisagismo e folhagens (BUAINAIN;
BATALHA, 2007). A floricultura pode trazer beneficios sociais e econémicos, por seu
desenvolvimento n&o exigir grandes areas de plantio, trazendo assim, beneficios ao
homem do campo. Entre as culturas agricolas, a floricultura destaca-se por
empregar, em média, oito funcionarios por hectare (IMBRAFLOR, 2013). O plantio
de flores € uma atividade exercida por pequenos produtores rurais, o que contribui
para uma melhor distribuicdo de renda na area rural, estimulando o agronegdcio e a
agricultura familiar. A geracdo de renda da floricultura € muito significativa,
proporciona aproximadamente 206 mil empregos diretos, dos quais 102.000 (49,5%)
relativos a producéo, 6.400 (3,1%) relacionados a distribuicdo, 82.000 (39,7%) no
varejo e 15.600 (7,7%) em outras funcdes, principalmente de apoio (IMBRAFLOR,
2013).

O principal mercado para a floricultura brasileira € o interno, em funcdo do
grande potencial de expansédo, devido ao baixo consumo per capita, em torno de
US$ 4,70 por habitante, enquanto a Suica possui um consumo per capita de
aproximadamente US$ 170 por habitante (JUNQUEIRA; PEETZ, 2005). O Brasil tem
ainda participacdo pouco expressiva no segmento mundial, no entanto vem
expandindo sua producdo ao longo dos anos. As rosas sdo as principais flores de
corte cultivadas no Brasil, seguidas pelos crisantemos e heliconias, e outras 70
espécies, como as gérberas, gypsophilas, estrelicias, tango, gladiolos e alpinias
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2005). O mercado mundial de flores e plantas ornamentais
esta em plena expansao e tem como principal exportador a Holanda, seguida pela
Colombia e Italia, entre outros. Entre as mais variadas espécies ornamentais
produzidas, a Gypsophila paniculata e a Dracaena sanderiana tém grande
importancia econémica e se destacam no mercado (PETRY, 2008; PATRO, 2012;
ANON.,2014).

Um dos cultivos que vem se destacando significativamente no Veilling

Holambra-SP € a Gypsophila paniculata. Espécie ornamental, arbustiva, com
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aproximadamente um metro de altura, da familia das Cariofilaceae (BARROSO,
1978). No Brasil, € chamada comercialmente de "mosquitinho" ou "branquinha”,
sendo uma importante flor de corte, muito utilizada em arranjos florais. O seu
processo de propagacdo vegetativa pode apresentar problemas fitossanitarios,
possibilitando a disseminacdo de doencgas, através de plantas contaminadas. Um
exemplo € a bactéria Erwinia herbicola pv. Gypsophilae (Ehg), que pode atacar a
planta, causando galhas (COOKSEY, 1986). Esta doenca pode causar de 30 a 60 %
das perdas de plantas de G. paniculata em campos comerciais e pode ser um fator
limitante para a propagacédo desta espécie (MILLER et al., 1981). A ocorréncia da
doenca € mais frequente durante a propagacao por estacas em casas de vegetacao,
tendo como resultado o enfraquecimento, a queda das folhas e finalmente morte da
planta inteira (CLARK et al., 1989). A técnica da cultura de tecidos em G. paniculata
tem sido usada principalmente para micropropagacéo e eliminacdo de doencas
(HENRY, 1993), possibilitando que os produtores possam obter plantas uniformes
em sua floracdo, o que garantirA o sucesso de sua comercializacdo. Além do
sistema convencional na micropropagacdo, o uso de biorreatores na cultura de
tecidos pode ser usado para reduzir os custos com automacao e producdo em
massa (CHAKRABARTY et al., 2003; DEBNATH, 2009). A producdo de mudas em
meio liquido nos biorreatores, com sistema de imersdo temporaria (SITs), € uma
estratégia complementar para superar as limitacdes, ou seja, o controle quimico ou
fisico das condicbes da cultura nos vasos, presentes nas técnicas convencionais de
propagacao a base de agar (PAEK et al., 2001, 2005). Desta forma, essas mudas
de qualidade seriam repassadas aos produtores com maior agilidade e a um custo
menor.

Outra planta ornamental de destaque € a Dracaena sanderiana, conhecida
como Bambu-da-sorte, sendo atualmente uma das plantas de vaso mais populares
em todo o mundo (PATRO, 2012). Envolve cerca de 40 espécies de arvores e
arbustos suculentos classificados na familia Ruscaceae, segundo o Grupo de
Filogenia das Angiospérmicas Il (APG, 2003), ou 0 género é separado em sua
propria familia, Dracaenaceae ou Agavaceae (SUBHASHINI et al., 2011).
Atualmente, a familia Ruscaceae € combinada com a familia Asparagaceae com
base no sistema APG lll (APG, 2009), com a finalidade de unir familias confusas,

guando elas nao apresentam distincdo nos dados moleculares (LU; MORDEN,
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2010). O bambu-da-sorte é nativo de Camardes, na Africa Ocidental e encontrado
nas areas tropicais e subtropicais da Africa e da india (SUBHASHINI et al., 2011). E
uma planta de interiores conhecida por sua aparéncia e facilidade de cultivo em
ambiente com temperatura amena (acima dos 15°C), meia-sombra e bastante
umidade (DAQUINTA et al., 2010). A propagacdo da espécie é realizada pela
técnica da estaquia, onde as estacas sao retiradas do caule, normalmente, com 4 a
8 cm de comprimento, sendo utilizadas tradicionalmente para a inducdo de raizes.
Quando colocadas em vasos podem ser moldadas pacientemente em formatos
simples, retorcidos ou espiralados por fototropismo positivo, formando arranjos
florais de alto valor comercial, entre R$ 70 e R$ 100 (ANON., 2014). Os arranjos
formados foram popularizados segundo a tradicdo chinesa do Feng Shui sendo
oferecidos como presente com intuito de trazer sorte, energizar ambientes e dissipar
fluxos negativos (PATRO, 2012; ANON., 2014). Mesmo quando enraizadas as
estacas apresentam crescimento lento, o que faz com que estudos sobre a espécie,
bem como a sua propagacéo in vitro, possam auxiliar a producdo de mudas em um
periodo mais curto de tempo. Apesar da importancia da espécie como ornamental,
nao existem muitos estudos com D. sanderiana em condi¢des in vitro (ASLAM et al.,
2010). O sucesso do método de micropropagacédo depende de varios fatores, como
reguladores de crescimento acrescentados aos meios, genétipos das plantas e tipo
de explantes (PATI et al., 2005).

Desta forma, a cultura de tecidos tornou-se favoravel para a producédo de
mudas de muitas espécies vegetais de interesse econdmico, do ponto de vista
produtivo e comercial, substituindo os métodos de propagacdo por sementes ou
estacas (WANG et al., 2013). Essa producdo pode suprir as demandas especificas
do mercado interno e externo, proporcionando garantia de qualidade e da
homogeneidade do produto final, em larga escala, a curto periodo de tempo e com
espacos reduzidos (COLOMBO et al., 2010). No estudo de plantas ornamentais, a
micropropagagdo tem sido empregada com sucesso na multiplicagdo in vitro de
abacaxi ornamental (PASQUAL et al., 2008), bastdo-do-imperador (COLOMBO et
al., 2010), bambu-da-sorte (DAQUINTA et al., 2010) e coral-da-serra (FIOR et al.,
2011).

O sucesso no estabelecimento e desenvolvimento de uma cultura in vitro

depende fundamentalmente da utilizagdo de explantes viaveis. Para que isso ocorra
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€ necessario que os explantes superem o estresse causado pela retirada da planta
matriz, e consequentemente o estresse oxidativo proveniente dos procedimentos de
desinfestacdo e do ambiente in vitro. As plantas desenvolveram diversos
mecanismos altamente eficientes para que suas células superassem a toxidade das
espécies reativas de oxigénio (EROs), apdés o desenvolvimento do desequilibrio
entre as EROS e enzimas antioxidantes. Um desses mecanismos é representado
por um grupo de enzimas: a Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Ascorbato Peroxidase (APX), entre outras. Como na natureza, o estresse in vitro se
reflete na forma de estresse oxidativo, que € definido como um desequilibrio entre
compostos antioxidantes e oxidantes, produzindo as EROs (SCANDALIOS, 1993),
as quais destroem moléculas vitais como lipideos, proteinas, acidos nucléicos,
promovendo distarbios fisiolégicos, podendo causar a morte celular (BRAY; BAILEY;
WRETILNYK, 2000).

Os objetivos do presente estudo foram: a) realizar uma analise comparativa
entre a multiplicacdo de Gypsophila paniculata in vitro pelo sistema convencional, e
por biorreatores com sistema de imersdo temporaria, para possibilitar a otimizacao
da técnica na multiplicacdo da espécie; b) definir um protocolo eficiente para o
estabelecimento in vitro de Dracaena sanderiana e analisar o0 estresse oxidativo

durante o processo de seu estabelecimento.
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CAPITULO |
Micropropagacédo de Gypsophila paniculata pelos métodos convencional e

Biorreatores com Sistemas de Imersdo Temporaria (SITs)

1. INTRODUCAO

A Gypsophila paniculata é considerada uma das principais flores de corte
cultivada, sendo apontada como terceiro produto mais comercializado no mercado
atacadista de Sdo Paulo (ABAFEP, 2011). No Rio Grande do Sul, os meses de
maior consumo das flores sdo maio, junho e novembro, quando o mercado local nao
consegue suprir a demanda. Dessa forma, o aumento da produgdo nesses meses
seria de grande importancia para a economia do estado e o incremento do
agronegocio na floricultura, ja que a sua producéo local é vantajosa.

A G. paniculata € uma angiosperma que pertence a familia Cariofilaceae,
popularmente conhecida como Mosquitinho, sendo origindria da Europa. Suas
inflorescéncias sdo formadas por flores pequenas e brancas, as quais séo
comercializadas para serem utilizadas na confeccdo de arranjos e buqués
(LORENZI; SOUZA, 1995). Seu manejo é facil, podendo ser cultivada durante todo o
ano e seu desenvolvimento pode ser dividido em quatro estadios: vegetativo,
inducao do florescimento, elongacao caulinar e florescimento (DANZIGER, 1995), os
quais podem ser afetados diretamente pela luminosidade, pois dias longos séo
necessarios para que a planta passe do estadio vegetativo para o reprodutivo.
Dessa forma, o comportamento da espécie esta fortemente influenciado pelo clima,
e especialmente pela duracdo do dia e da temperatura. Segundo Gonzalez (1988), é
uma planta tipicamente de dia longo (14 a 16 horas de sol), ndo florescendo quando
os dias sao curtos e as temperaturas inferiores a 10°C, sendo que nestas condicfes
mantém a forma de roseta e permanece em estadio vegetativo. Portanto, justifica-se
a importancia da manipulacdo de sua propagacao, para que suas flores sejam
disponibilizadas o ano todo.

As plantas comercializadas desta espécie possuem geralmente flores estéreis
e sem sementes, provenientes de programas de melhoramento (SHILLO; HALEVY
1982), e baixa taxa de enraizamento, dificultando a propagacdo durante o estadio
vegetativo. Segundo a Veiling Holambra, sdo considerados defeitos graves o ataque

e a infecgdo por pragas e doencas que depreciam a aparéncia e desvalorizam a
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qualidade das flores, sendo que essas doencas podem evoluir durante a
comercializacdo. Com tantas exigéncias do mercado, que cresce a cada ano, é
necessario que sejam projetadas alternativas e técnicas possibilitando aprimorar a
producdo de mudas com qualidade, para um incremento na producéao.

Devido a essas condi¢Bes, a micropropagacdo de mudas de muitas espécies
vegetais de interesse econdmico tornou-se favoravel, do ponto de vista produtivo e
comercial, substituindo os métodos de propagacao por sementes ou estacas (WANG
et al., 2013).

Tendo em vista os problemas de propagacdo da G. paniculata, a cultura de
tecidos pode ser utilizada como uma ferramenta biotecnolégica para aprimorar a
producdo de mudas. A micropropagacao consiste na producdo de um grande
namero de plantas, em curto espaco de tempo e em area reduzida, podendo ser
realizada durante o ano todo, com a producdo de mudas de alta qualidade sanitéaria,
(CARVALHO et al., 2011). O sucesso do método de micropropagacao depende de
varios fatores, como reguladores de crescimento acrescentados aos meios,
genotipos das plantas e tipo de explantes (PATI et al.,, 2005). Além disso, a
deficiéncia ou imobilidade de nutrientes minerais, o tipo dos meios (semissélidos ou
liquidos) e variagBes de pH durante a cultura podem resultar em diversos disturbios
fisiolégicos (BAIRU et al., 2009; DE KLERK; TER BRUGGE, 2011). O fornecimento
de nutrientes pode afetar o crescimento de calos, a organogénese e embriogenése
da cultura (EVENS, 2008).

Muito esforco tem sido despendido para reduzir custos na producao de
plantas comerciais através da micropropagacdao, incluindo a utilizacdo de diversos
meios de cultura, com diferentes concentracdes de sais e vitaminas de acordo com
as necessidades da espécie ou cultivar, podendo ser geleificados com diferentes
agentes (BELL; REED, 2002; LUCYSZYN et al., 2006; BELL et al., 2009). Além
disso, uma maneira de diminuir a automacao é a utilizacdo de meios liquidos, que
podem ser utilizados para a propagacdo de varias espécies (LIAN et al., 2003;
KURIA et al., 2008; ABDULLATEEF et al., 2009; RODEVA et al., 2009) .

Reducéo significativa dos custos na micropropagacdo pode ser alcancada
utilizando biorreatores com sistemas de imerséo temporaria (SITs), 0 que indica que
a tecnologia pode ser otimizada para produ¢cdo em massa de varias espécies

importantes (DEBNATH, 2009), inclusive em ornamentais de corte, como a G.
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paniculata (ZHANG et al.,, 2007), espécies de orquideas (YANG et al.,, 2010;
MOREIRA et al., 2013), folhagens como Xanthosoma sagittifolium (NIEMENAK et
al., 2013). Convém salientar que a grande maioria dos estudos com biorreatores
envolvem culturas como cana-de-acucar, banana, inhame, batata e abacaxi (PIAO et
al., 2003; GONZALEZ-OLMEDO et al., 2005; MORDOCCO, et al., 2009; POLZIN et
al., 2013; ARAGON et al., 2014), entre outras. Portanto, pesquisas com as mais
variadas espécies tém evidenciado a eficiéncia dos SITs, para a producdo de
mudas. Desta forma, € necessario que esta tecnologia seja testada e aplicada a
mais espécies ornamentais, para que se obtenha a eficiéncia no processo de
propagacéo, tendo em vista 0 aumento de sua demanda e importancia na economia.

A cultura de tecidos, como salientado acima, embora possa ser utilizada num
sistema de producdo comercial de plantas, pode apresentar alguns distarbios
fisiolégicos na micropropagacgdo, sendo os mais comuns a hiperidricidade, necrose
na ponta dos brotos e formacéo de calos (REED et al. 2013). A hiperidricidade é um
distarbio comum na propagacado in vitro, que resulta na alteracdo morfolégica e
fisiol6gica das brotacBes, muitas vezes dando-lhes uma aparéncia vitrea, devido ao
acumulo de agua apoplastica, podendo causar a necrose das brotacdes
(ASCOUGH; FENNELL, 2004). Segundo observado por Aragén et al.(2010), a
utilizacdo do meio liquido nos processos de imersdo temporaria faz com que a
planta absorva nutrientes e agua por toda a sua superficie, o que pode acentuar este
processo. Outros fatores como a luminosidade e temperatura podem influenciar a
eficiéncia da micropropagacédo. Segundo estudos realizados por Radmann et al.
(2001), a luminosidade e a temperatura do ambiente da sala de crescimento estao
estritamente relacionadas as respostas das plantas micropropagadas, tendo
influéncia direta sobre a taxa de multiplicacdo e crescimento. Assim, o controle de
possiveis distlrbios fisioldgicos é indispensavel para que as brotacées ndo sofram
danos indesejaveis e possam produzir plantas viaveis para a fase de aclimatacéo e
posterior comercializacao.

O objetivo do presente estudo foi realizar uma analise comparativa entre a
multiplicacdo de Gypsophila paniculata in vitro, pelo método convencional e
biorreatores (SITs), visando a otimizacéao da técnica para possibilitar a eficiéncia na

automacao e producdo de mudas da espécie para fins comerciais.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Estabelecimento e multiplicacdo do material

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas da
Universidade Federal de Pelotas. Para o estabelecimento in vitro utilizaram-se
explantes constituidos por microestacas contendo duas gemas axilares e
meristemas apicais retirados de ramificacbes de plantas in vivo de Gypsophila
paniculata. Os explantes foram inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), contendo 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 7 g L™ de agar,
sem reguladores de crescimento (RADMANN et al. 2001). O pH foi ajustado para 5,8
antes da adicdo do agar e foram distribuidos 30 mL de meio por frasco e
autoclavados durante 20 minutos a 120°C e 1,5 atm. Foram colocados 5 explantes
por frasco e transferidos para sala de crescimento com densidade de fluxo de fétons

de 48 pmol m?s™ em fotoperiodo de 16 horas, durante 30 dias.

2.2 Experimentos

ApoOs a obtencdo de material suficiente para o inicio dos experimentos, 120
explantes, constituidos por microestacas contendo duas gemas axilares, foram
inoculados em 24 frascos contendo meio semissolido, conforme acima citado, sendo
assim, montado em sistema convencional.

Os biorreatores com sistema de imersdo temporaria (SIT) foram montados
em frascos de policarbonato da Raln® (Figura 1), em estantes na sala de
crescimento (Figura 2). Foram feitas estacas com duas gemas axilares, retiradas do
meio de cultivo semissélido (Figura 3A), e transferidas 30 para cada um dos SITs
(Figura 3B), em mesmo meio utilizado no sistema semissolido, porém sem a adicéo
de agar. O numero de imersdes foi ajustado para oito imersées em 24 horas, com
trés minutos de imersdo em cada periodo de tempo. Os dois experimentos foram
realizados em sala de crescimento, nas mesmas condi¢cdes que as anteriormente

especificadas.
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Figura 1. Modelo do biorreator com sistema de imerséo temporaria (SIT), utilizado para experimento
com G. paniculata.UFPel, 2014.

Figura 2. Biorreatores (SIT) montados na sala de crescimento no Laboratério de Cultura de Tecidos:
A- Controladores de tempo; B- Vélvulas, que controlam entrada e saida de ar do sistema, que estédo
ligadas a um compressor de ar; C- Frascos de policarbonato com os explantes e frascos com o meio
liquido; D- Biorreatores (SIT) em funcionamento. UFPel, 2014.
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Figura 3. A- Brota¢gBes desenvolvidas em meio semissdlido que foram utilizadas como explantes para
o biorreator; B- Explantes transferidos para biorreator. UFPel, 2014.
2.3 Avaliacbes

Apos 30 dias de cultivo em sistema convencional e SITs, foram avaliadas as
seguintes variaveis: hiperidricidade, presenca de raiz, nimero médio de brotacdes,
namero médio de folhas e altura das brotacdes.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, onde os
resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e 1% de probabilidade de erro,
com a utilizacdo do software Statistix 9.0 (ANALYTICAL SOFTWARE, 2009).

3. RESULTADOS

De acordo com a analise de variancia, ndo houve diferenca estatistica
significativa para a altura das brotacdes, entre os dois tratamentos (Tabela 1). Dos
explantes inicialmente inoculados no meio semissdlido, 22,5% desenvolveram
brotacdes que produziram raizes, ou seja, formaram plantas inteiras, sendo este
sistema mais eficiente que o SIT, no qual ndo ocorreu a formacéo destes 6rgaos.
Por outro lado, o SIT apresentou 100% de hiperidricidade e apenas 6,5% das
brotacdes desenvolvidas em meio semissolido (Tabela 1). Tal distarbio pode ter
ocasionado a ndo formacéo de raizes, visto que as alteracdes induzidas por este
distarbio fisioldégico pode ter alterado a producdo e translocacdo de auxinas,
necessarias para a inducdo destes 6rgdos. Em relacdo ao numero de brotos, houve

diferenca significativa entre os dois sistemas, com um aumento médio de 5,53 no
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sistema SIT, ficando evidente a maior proliferacdo no meio liquido (Figura 4). Além
do aumento no numero de brotacfes, observou-se também incremento no namero
de folhas no SIT, sendo esta resposta 31,8% superior ao obtido no meio semissolido
(Tabela 1). Mesmo com a presenca da hiperidricidade, o numero médio das
brotacbes e folhas, foram maiores em SIT, comparando com o cultivo em meio

semissolido (Figura 4 e 5) e (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis analisadas em Gipsophila paniculata, multiplicadas em meio semissélido e
biorreatores com SITs. UFPel, 2014.

Tratamentos N° médio N° médio de Altura  Presenca Hiperidricidade
de brotos folhas (cm) de (%)
Raizes
(%)
SITs 5,53a** 23,34a* 2,76 "™ 0,00 a* 100a**
Semissolido 1,52b 17,71 b 2,16 22,5b 6,5b

Médias seguidas por letras iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (* a=0,05 e **a=
0,01)

Figura 4. Brotacdes de Gypsophila Paniculata, em meio MS liquido nos biorreatores (SIT), apds 30
dias de cultivo. UFPel, 2014.
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Figura 5. Plantas de Gypsophila paniculata em meio MS semissolido (sistema convencional), apds 30
dias de cultivo. UFPel, 2014.

4. DISCUSSAO

No presente estudo ficou evidente a maior eficiéncia dos biorreatores (SIT)
em relacdo ao meio semissolido, quanto ao numero médio de brotacfes e folhas de
G. paniculada (Tabela 1). Zhang et al. (2007), demonstraram a eficiéncia dos
biorreatores para a propagacdo em grande escala de mudas de G. paniculata,
porém em seu estudo utilizaram 90 umol m? s™ de densidade de fluxo de fétons,
quando comparado a este trabalho que utilizou 48 pmol m? s*. Mesmo com essa
diferenca no fluxo de fétons, foram observados resultados semelhantes neste
trabalho com a mesma espécie, principalmente quanto a taxa de multiplicacéo,
quando as culturas foram submetidas a imersfes periddicas de trés minutos por oito
vezes num periodo de 24 horas, mesmo com o desenvolvimento de alguns
distdrbios fisioldgicos.

Dentre estes disturbios, a hiperidricidade foi a mais evidente, atingindo 100%
das brotacdes desenvolvidas no SIT. Esta alteracdo pode ter sido ocasionada pelo
tempo e frequéncia das imersdes, visto que como mostrado por varios autores, estas
podem variar em funcdo da espécie em estudo (ZHANG, 2007; ARAGON et al.,
2010; IVANOVA; VAN STADEN, 2011; WANG, et al. 2013). A G. paniculata € uma
espécie propensa a esta alteracao fisiolégica, mesmo quando utilizados meios
semissoélidos e com baixas concentracdes de reguladores de crescimento, e
principalmente quando em meio liquido, podendo apresentar até 80% de

hiperidricidade em condi¢cdes comerciais ou experimentais (GRIBBLE et al., 1996).



28

Segundo Snyman et al.(2011), uma forma de evitar ou diminuir esse distarbio seria
através da manipulacdo dos tempos de imersdo e consequentemente na
disponibilidade de nutrientes aos explantes em meios liquidos.

Ja no sistema convencional, ou seja, com meio semissolido a porcentagem de
hiperidricidade obtida neste trabalho foi de 6,5% (Tabelal e Figura 5). Tal resposta
pode ser atribuida & baixa solubilidade dos nutrientes e vitaminas quando utilizado
agar como gelitificante. Estudos realizados por Radmann et al. (2001) com esta
mesma espécie, mostraram que o aumento da concentracdo de agar (10gL™) e a
utilizacdo do meio MS sem reguladores de crescimento, possibilitaram a producéo
de plantas com alta qualidade, sem o desenvolvimento deste disturbio.

Por outro lado, quanto a utilizacdo de meios liquidos e as substancias que
compdem 0s mesmos, estdo em contato direto com toda a superficie do explante, a
absorcdo de nutrientes e substancias organicas € mais intensa, mesmo que a
imersao ocorra por curto periodo de tempo. Portanto, € possivel que a concentracao
de nutrientes e reguladores no meio possa causar disturbios que prejudiquem a
multiplicacdo e o desenvolvimento, como a hiperidricidade e morte celular
(IVANOVA; VAN STADEN, 2011). Assim, a reducdo de alguns nutrientes minerais
dos meios de cultura, como NH;", NO3" e CaCly, entre outros, podem diminuir estas
anomalias (DEBERGH, et al., 1992; IVANOVA; VAN STADEN, 2009).Desta maneira,
a constituicdo de cada meio de cultivo deve ser baseada nas exigéncias das plantas
guanto aos nutrientes minerais, para atender suas necessidades especificas, em
vista que os minerais exercem papel importante, ndo apenas no crescimento, mas
também na regulacdo da morfogénese (RODRIGUEZ et al., 1991; BELL et al., 2009;
HASSANEN; GABR, 2012). Tendo em vista tais consideracdes, os protocolos de
micropropagacao que resultem em qualquer desordem fisiologica podem estar
associados a um desequilibrio de nutrientes no meio de cultura utilizado (REED, et
al., 2013).

A baixa incidéncia de hiperidricidade nas brotacdes desenvolvidas em meio
semissolido pode ter determinado, por outro lado, o desenvolvimento de raizes em
22,5% das mesmas, incrementando o crescimento das plantas formadas (Figura 5).
Tais orgaos nao foram induzidos nas brotacdes desenvolvidas no SIT (Figura 4), que

apresentaram, por outro lado, alto indice de hiperidricidade. Aragon et al. (2010),
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relataram que o aumento na hiperidricidade em meio liquido foi observado na
maioria dos estudos em processos de automacao das mais variadas culturas.

Embora estes resultados sejam os primeiros obtidos com SIT no laboratoério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Botanica da UFPel com G. paniculata e,
mesmo com a ocorréncia de alteragfes fisioldgicas (Figura 4), este sistema se
mostrou eficiente para a multiplicacdo e o aumento do numero de folhas na referida
espécie. Moreira et al. (2013), em seus estudos com propagacdo de Cattleya
walkeriana em biorreatores mostraram que o SIT promoveu um crescimento maior
da parte aérea e do sistema radicular, melhorando ainda o controle da perda de
adgua das plantas, tendo em vista que o material vegetal propagado por imerséao
temporaria pode ter um melhor desempenho durante a fase de aclimatacdo das
plantas (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).

Acredita-se na possibilidade de um protocolo eficiente para a propagacao de
G. paniculata em biorreatores com imersao temporaria, o que facilitara a producéo
de mudas em grande escala. Novos estudos sdo necessarios para testar outros
tempos e frequéncias de imersdo, bem como pesquisas mais detalhadas sobre as
necessidades fisioldgicas de nutrientes a espécie, para que seja possivel aperfeicoar
0s protocolos de propagacéo a serem utilizados em biorreatores (SITs).

5. CONCLUSOES

Conclui-se com os resultados obtidos neste trabalho, nas condicbes no
momento de sua realizacdo, que a multiplicacdo de G.paniculata em biorreator com
SIT pode ser mais eficiente do que no sistema tradicional (meio semissolido), pois
mesmo com a inducdo de hiperidricidade, os explantes apresentaram maior
proliferacdo de brotacbes e maior nimero de folhas. No entanto, sdo necessarios
que sejam realizados novos experimentos, envolvendo principalmente, niamero e

tempos de imersdes, bem com a composi¢cao dos meios de cultura.
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CAPITULO I
Estabelecimento, inducdo a multiplicacéo e estresse oxidativo de Dracaena

sanderiana (bambu-da-sorte) in vitro

1. INTRODUCAO

A Dracaena sanderiana, conhecida como Bambu-da-sorte é atualmente uma
das plantas de vaso mais populares em todo o mundo, tornando-se uma das mais
conhecidas entre as ornamentais (PATRO, 2012). E nativa da Africa Ocidental e
encontrada nas areas tropicais e subtropicais da Africa e da india (SUBHASHINI et
al., 2011). E uma planta de interiores conhecida por sua aparéncia e facilidade de
cultivo em ambientes de temperatura amena (acima dos 15°C), meia-sombra e
bastante umidade (DAQUINTA et al., 2010). Sua propagacdo geralmente é feita por
estacas, mas seu crescimento € lento, o que faz com que estudos sobre a espécie,
bem como a sua propagacéo in vitro, possam auxiliar a producdo de mudas em um
periodo mais curto de tempo. As plantas de D. sanderiana propagadas
vegetativamente sao sensiveis a varias doencas bacterianas, flngicas e virais
adquiridas a partir do ar, solo e insetos-vetores (ANON.,1996).Apesar da importancia
da espécie como ornamental, ndo existem muitos estudos com D. sanderiana em
condic¢des in vitro (ASLAM et al., 2010). Isso justifica a realizagdo de novos estudos,
mais detalhados sobre a manipulacdo e propagacao da espécie.

Devido as caracteristicas da tecnologia da cultura de tecidos, a
micropropagacao de mudas de muitas espécies vegetais de interesse econdmico
tornou-se favoravel, do ponto de vista produtivo e comercial, substituindo os
métodos de propagacdo por sementes ou estacas (WANG et al., 2013). Assim, a
cultura de tecidos pode ser uma ferramenta aplicada a propagacédo de mudas desta
espécie, aumentando sua multiplicacdo e consequentemente a producdo. No
entanto, a mesma apresenta alguns problemas como: contaminag¢do por fungos e
bactérias, necrose dos explantes ou brotos durante o estabelecimento e
multiplicacdo, ocorréncia de variagcbes somaclonais, baixa porcentagem de
enraizamento e sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo (NEGI; SAXENA,
2011; SINGH et al., 2013).

Vérios protocolos de propagacdo vegetativa in vitro foram publicados com

diferentes espécies de bambu: Bambusa edulis (LIN et al., 2005), Bambusa balcooa
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(MUDOI; BORTHAKUR, 2009), Dracaena sanderiana (GRADAILLE et al., 2010),
Bambusa nutans (NDIAYE et al.,, 2006; MEHTA et al., 2011), Bambusa vulgaris
(NEGI; SAXENA, 2011), sendo em geral, utilizado o meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com diferentes concentracdes e
combinagbes de diversos fitorreguladores. Para a desinfestacdo dos explantes,
foram utilizados hipoclorito de sédio e cloreto de mercurio, em concentracdes
variadas e até mesmo associados a fungicidas e antibiéticos em todos os estudos
anteriormente mencionados.

Na natureza as plantas estdo sujeitas a condicbes adversas, como
temperatura, alta luminosidade, exposicdo a herbicidas, salinidade, presenca de
patogenos, déficit hidrico (MITTLER, 2006). Essas condicdes podem levar a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que normalmente s&o
controlados por sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimético (APPEL
et al., 2004). Na cultura de tecidos, também ocorre o estresse oxidativo, que pode
levar a um aumento nas atividades destas enzimas antioxidantes. De fato, é de
supor que ocorrerd um aumento do estresse no momento do estabelecimento,
devido a retirada dos explantes da planta matriz, na sua desinfestacdo e adaptacao
ao ambiente in vitro. Dentre as principais EROs que causam danos celulares,
destacam-se o radical superéxido (O;*), o peréxido de hidrogénio (H,O,), o oxigénio
singleto (*O,) e o radical hidroxila (OH) (MCKERSIE et al., 1994; PASTORI et al.
2002; APPEL et al.,, 2004). As plantas desenvolveram diversos mecanismos
altamente eficientes, para que suas células superem a toxicidade das EROs, entre
eles estdo os mecanismos antioxidantes enzimaticos, onde se destacam a
importancia da Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato
Peroxidase (APX), que sdo as principais enzimas envolvidas nesse tipo de reacéo
(MITTLER, 2002; SCANDALIOS, 2002).

Entre as varias enzimas envolvidas na eliminacdo das EROs, a SOD pode ser
considerada uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira linha de defesa ao
estresse oxidativo (ZANANDREA et al., 2010; AMADOR et al., 2012). A SOD, além
de remover o radical superéxido (O,*), é capaz de controlar outras EROs, sendo o
produto de sua reacdo o peroxido de hidrogénio (H,O,). E a Unica enzima cuja
atividade controla a concentracdo de O,* no interior das células sendo, portanto,

central no mecanismo de defesa, prevenindo, desse modo, a formagédo do radical
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OH*(LEON et al., 2002). Contudo, o H,O,, produto de sua acgio, € também toxico
para a célula e deve ser detoxificado pela catalase.

A CAT é uma enzima pertencente a familia das oxirredutases presente
universalmente nos organismos, Se encontra nos peroxissomas, onde promove a
decomposicdo do H,O, em H,O e O,, a uma taxa extremamente elevada (MORITA
et al., 1994). Entre as enzimas que degradam o H,O,, a CAT € a Unica que
consegue catalisar este substrato sem consumir equivalentes redutores,
constituindo, assim, um mecanismo eficiente de remocao de H,O, (SCANDALIOS,
2005; GECHEV; BREUSEGEM, 2006). A CAT presente nos peroxissomos remove o
H,O, gerado durante a fotorrespiragédo e a -oxidacao dos acidos graxos.

A APX caracteriza-se por possuir uma elevada especificidade pelo ascorbato,
sendo o seu doador de elétrons para reduzir H,O, em H,O (SHIGEOKA et al., 2002).
De acordo com Polle (2001), este ciclo é uma via eficiente para a eliminagdo do
H,O, em compartimentos onde a CAT ndo esta presente, como nos cloroplastos
(MILLER, 2002). O H,0O, em baixas concentracdes, atua como uma molécula
sinalizadora, desencadeando varios processos relacionados aos estresses,
enquanto que em concentracfes elevadas pode levar a morte celular programada
(GILL;TUTEJA, 2010). Por isso o seu acumulo pode causar a peroxidacdo de
membranas celulares, prejudicando a sua funcdo e integridade, com danos,
frequentemente irreversiveis, para o funcionamento da célula (DEUNER et al.,
2011).

Os parametros que determinam a contribuicdo das diferentes enzimas na
eliminacdo do efeito nocivo sdo a afinidade pelo substrato, taxa de reacéo e
concentracdo da enzima, nos diversos compartimentos celulares (MITTLER et al.,
2004). Existem varios estudos que avaliaram in vitro (PETRIC et al., 2014) e ex vitro
(DEUNER et al., 2011; ALVES et al., 2013), a atividade do mecanismo antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico, com a inducdo de diversos tipos de estresse. Porém,
sdo inexistentes os estudos que analisam o nivel da atividade dessas enzimas na
fase inicial do estabelecimento de culturas in vitro, que pode ser especifica para
cada espécie e assim afetar a taxa de sobrevivéncia inicial dos explantes. Na cultura
de tecidos o estresse oxidativo € benéfico e requerido a um nivel baixo, para
desencadear uma determinada rota morfogénica (OBERT et al., 2005; BLASQUEZ

et al., 2009). Esse estresse pode ser induzido por concentragcdes mais elevadas de
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nutrientes e reguladores de crescimento, tornando possivel a diferenciacdo celular e
o desencadeamento do processo de embriogénese somatica (PASTERNAK, 2002).
Levando em conta, os diversos fatores que podem aumentar os niveis de estresse in
vitro, a etapa inicial da cultura de tecidos deve ser considerada como um fator
importante, devido aos danos provocados pela excisdo dos tecidos ou 6rgaos e aos
compostos utilizados para a desinfestacdo, como o alcool, o hipoclorito de sodio,
cloreto de mercurio, ou outros agentes, que podem causar danos irreversiveis e até
morte dos explantes.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) determinar um protocolo eficiente
de estabelecimento in vitro visando posterior multiplicacdo de Dracaena sanderiana;
2) avaliar as atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX, e quantificar o

H>O, durante a fase inicial do estabelecimento.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Desinfestacéo, estabelecimento e Inducdo de gemas

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da
Universidade Federal de Pelotas. As plantas de Dracaena sanderiana foram
cultivadas em casa de vegetacao (Figura 6), das quais foram retiradas estacas para
o desenvolvimento de gemas e brotacdes axilares (Figura 7).

Para o estabelecimento in vitro foram testados inicialmente os seguintes
explantes: entrends caulinares (Figura 8A); nos caulinares (Figura 8B); folhas jovens
(Figura 8C) e brotos axilares jovens inteiros (Figura 8D e 8E). No entanto, em funcao
das altas contaminacdes obtidas nos primeiros experimentos, foram realizados
testes de desinfestacdo, utilizando discos caulinares contendo nos e entrends. Estes
explantes foram submetidos a diferentes tratamentos: hipoclorito de sédio a 1% (T1),
por 15 minutos; hipoclorito de sodio a 1,5% (T2), por 15 minutos; hipoclorito de sédio
a 2% (T3), por 15 minutos; e cloreto de mercario 0,6% (T4), por 3 minutos.
Posteriormente, em funcdo dos resultados iniciais, utilizou-se como regra a
desinfestacdo com o tratamento T3 (hipoclorito de sédio a 2%).

Os explantes foram inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
semissélido suplementado com 2 gL™ de gelrite (Figura 3D) ou meio liquido (Figura
3E) sob agitacdo permanente (100 rpm), ambos contendo um mL™* de PPM (Plant
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Preservative Mixture), que € um conservante e biocida que impede ou reduz a
contaminagdo. Foram realizados 33 tratamentos, com combinagdes de reguladores
de crescimento descritos na tabela 2, onde foram inoculados, ao final do
experimento, aproximadamente 1.800 explantes. Devido & alta taxa de
contaminacdo obtida em todos os tratamentos especificados acima, apos seis
meses do inicio dos experimentos, 0s novos explantes que foram inoculados
passaram a ser submetidos a uma lavagem com Cetazima 250 mgL™, por 10

minutos, antes da inoculacdo nos meios de cultura.

lem

y

Figura 6. Plantas de Dracaena sanderiana (bambu-da-sorte), cultivadas em casa de vegetagdo da
Universidade Federal de Pelotas. UFPel, 2014.
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Figura 7. Estacas obtidas a partir das plantas cultivadas em casa de vegetacdo, com brotactes
axilares utilizadas como explantes para o estabelecimento e andlises enzimaticas de Dracaena

sanderiana. UFPel, 2014.

Figura 8. Explantes e meios de cultura utilizados para estabelecimento in vitro e analises enziméaticas
de Dracaena sanderia. Meio semissolido: A- discos de entrends; B-disco de nés caulinares. C- folhas
jovens; D-brotos inteiros em meio semissolio; E- brotos inteiros em meio liquido. UFPel, 2014.
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Tabela 2. Tratamentos utilizados para estabelecimento in vitro de Dracaena sanderiana. UFPel, 2014.

BAP 24D 2iP ANA  AIA AIB TDZ PICLORAN GA3
Tratamento mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

T1 0,5

T2 1

T3 15

T4 0,5

15 15

T6 0

T7 1

T8 15

19 2

T10

T11

T12

T13

N|O|k |k
i ==)

T14

T15 0,5 5

T16 0,5

N

T17 0,5

w

T18 4 0,5

T19 10 0,4

T20 5 0,5 5

T21 10 0,5

T22 10 0,5

T23 12 0,5

T24 12 0,5

T25 15 0,5

T26 15 0,5

T27 20

T28 10

T29 2

T30 0,5 S

T31 0,5 10

132 0,5 15

T33 2 0,5
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2.2 Andlises enzimaticas e bioquimicas

Para as andlises enzimaticas foram utilizados brotos axilares desenvolvidos
em estacas (Figura 2), os quais foram inicialmente submetidos, logo apos a excisao,
as seguintes etapas durante o processo de desinfestacéo: 12 - Alcool 70% por um
minuto; 22 - Hipoclorito de sodio 2% por 15 minutos; 32 - Lavagem tripla com agua
destilada e esterilizada, por cinco minutos cada. Posteriormente os brotos foram
inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com10mgLde 2iP (isopentenil adenina) e 0,5 mg L
'de AIA (4cido 3-indolil acético) (Figura 8D). A este meio, foram adicionados 2 gL™
de gelrite e 1mL™ de PPM. Foram realizados dois experimentos, sendo que no
primeiro, os tubos contendo os explantes inoculados foram mantidos no escuro por
20 dias, e no segundo, foram colocados diretamente na luz, pelo mesmo periodo,
com densidade de fluxo de fétons de 48 pmol m?s™, com fotoperiodo de 16 horas.

As andlises enzimaticas foram realizadas em tecido foliar dos brotos apés as
seguintes etapas e periodos na cultura: 1- explantes logo apos a coleta (controle); 2-
explantes apds tratamento com alcool; 3- explantes apds tratamentos com alcool e
hipoclorito de sédio 2%; 4- explantes apds tratamentos com alcool, hipoclorito de
sédio 2% e lavagem com agua; 5- explantes cultivados in vitro por cinco dias; 6-
explantes cultivados in vitro por 10 dias; 7- explantes cultivados in vitro por 15 dias;
8- explantes cultivados in vitro por 20 dias.

Para cada analise foram utilizados 200mgde tecido foliar, macerados em com
50% de polivinilpirolidona (PVP) e homogeneizado em 1,5 mL do seguinte tampéao
de extracao: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascérbico
10 mM. Apods centrifugagdo a 13.000 g por 10 minutos, a 4° C, o sobrenadante foi
coletado. O eluato foi utilizado para avaliar a atividade das enzimas e a quantificacao
das proteinas pelo método de Bradford (1976).

Superé6xido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducd@o do azul de nitrotetrazélio (NBT), em um meio de reagdo composto por
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e
riboflavina 2 uM. Os tubos com o meio de reagdo e a amostra foram iluminados por
7 minutos, com uma lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio

de reacdo sem a amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras
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foram realizadas em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 560 nm e o
calculo da enzima foi feito pela seguinte equacao: % de inibicdo = (A560 amostra
com extrato enzimatico-A560 controle sem enzima) / (A560 controle sem enzima).
Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50%
a fotorreducdo do NBT nas condi¢Oes de ensaio, (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al.,
(1998), com pequenas modificacdes. Sua atividade foi monitorada pelo decréscimo
na absorbancia a um comprimento de onda de 240 nm, durante 90 segundos em um
meio de reagdo incubado a 28°C, contendo tampé&o fosfato de potassio 100 mM, pH
7,0 e H,0O, 12,5 mM.

Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano; Asada (1981), utilizando-
se tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, acido ascoérbico 0,5 mM e H,0, 0,1
mM, monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a um comprimento de onda de
290 nm e o resultado expresso em pmol ASA min™ mg proteina™.

Perdxido de Hidrogénio (H20,)

Para a quantificacdo de perdxido de hidrogénio, 200mg de tecido foliar foram
macerados e homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugados a 12.000 g por 15
minutos, a 4°C. O H,O, foi determinado medindo-se a absorbancia a um
comprimento de onda de 390 nm, em um meio de reacdo contendo tampéao fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,0, 500 pyL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio
(VELIKOVA et al., 2000). Os resultados foram expressos em pmol H,O, g de massa

fresca™.

3. RESULTADOS
3.1 Estabelecimento e inducdo de gemas

Foi observada alta taxa de contaminacdo em todos os explantes submetidos a
desinfestacdo, com 100% nos tratamentos Tle T2, 85,2% no tratamento T3,
€93,1%no tratamento T4, independente do explante (Figura 9). Apos seis meses do
inicio do experimento, por consequéncia dos resultados observados, foi adicionada
aos novos explantes inoculados uma lavagem de 10 minutos com o antibiético

Cetazima 250 mgL™ na desinfestacdo e também quando os explantes foram
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transferidos para meio novo. No entanto, tal procedimento determinou apenas uma
pequena reducdo na contaminagcdo das culturas, o que possibilitou que alguns
explantes se desenvolvessem, porém em pequeno numero, pois as taxas de
contaminagdo continuaram a ser elevadas, principalmente por bactérias,
provavelmente de origem endégena.

Em relacé&o aos 33 tratamentos utilizados para estabelecimento e inducao de
gemas, com diferentes explantes, apenas o tratamento com15 mgL*de 2iP e 0,5
mgLde AIA em meio MS semissoélido (T25), apresentou resultado positivo, com nés
e brotos jovens inteiros. Os nds emitiram brotacdes apds trés meses de cultura
(Figura 10A), as quais depois de separadas dos explantes originais e transferidas
para meio MS, suplementado de 2 mg L™ de 2iP e0, 5 mgL™ de AIA (T33), emitiram
raizes, ou seja, desenvolveram tanto parte aérea como radicular ao final de 180 dias
in vitro (Figura 10B). Somente com a formacao das raizes é que foi observado um
aumento mais acentuado, principalmente da parte aérea (Figura 10C). J& os
explantes oriundos de brotos jovens deram origem a pequenas protuberancias na
parte basal apos 90 dias de cultura (Figura 11), com diferenciacado das células na
regido dos cortes, indicando possivel desenvolvimento de gemas. Aos 120 dias, as
protuberancias inicialmente formadas desenvolveram-se, ficando evidente a

proliferacdo de pequenas brotacfes aéreas (Figura 12).
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Figura 9. Porcentagem de contaminacdo de explantes (n0s e entrends) de Dracaena sanderiana
submetidos a diferentes procedimentos de desinfestacdo. T1-hipoclorito1%; T2-hipoclorito 1,5%; T3-
hipoclorito 2%; T4- Cloreto de mercurio 0,6%. UFPel, 2014.
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Figura 10. A-Brotagdes de Dracaena sanderiana, ap6s 90 dias em meio semissélido com 15 mgL™ de
2ipe 0,5 mgL'l de AIA (T 25) oriundas de segmentos nodais; B-brotacdo enraizada apoés 180 dias em

meio semissolido contendo 2 mgL™ de 2ipe 0,5 mgL™" de AIA (T 33); C- Planta apos 240 dias em
meio semissolido com 2 mgL™ de 2iP e 0,5 mgL™ de AIA (T 33) . UFPel, 2014.

=% ¥

Figura 11. Gemas basais provenientes de brotos jovens de Dracaena sanderiana inoculados, em
meio semissélido com 15 mgL™ de 2iP e 0,5 mgL™ de AIA apds 90 dias em cultura. UFPel, 2014.

yre

Figura 12. Gemas desenvolvidas e pequenas brotacfes basais provenientes de brotos jovens de
Dracaena sanderiana inoculados, em meio semissolido com 15 mgL'1 de 2iP e 0,5 mgL'1 de AIA, apés
120 dias em cultura. UFPel, 2014.
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3.2 Andlises enzimaticas e bioquimicas

No primeiro experimento (explantes cultivados por 20 dias no escuro),
verificou-se 0 aumento na atividade da SOD somente no quinto tratamento (5 dias in
vitro), com valor 38,7% maior que na primeira coleta, ou seja, no momento em que
os explantes foram retirados das plantas matrizes. A atividade desta enzima
continuou aumentando até o sexto tratamento, diminuindo no sétimo (57,2% e 42%,
respectivamente). Na Ultima coleta, observou-se uma diminuicdo significativa na
atividade da SOD alcancando no final do periodo de cultura valores menores que 0s
iniciais (Figura 13A).

As atividades da CAT (Figura 13B) e da APX (Figura 13C), enzimas que
atuam em sequéncia a SOD, apresentaram comportamento semelhante,
aumentando linearmente a partir do segundo até o quinto tratamento, permanecendo
constante do quinto até o sétimo, e diminuindo bruscamente no ultimo, chegando a
valores semelhantes ao dos brotos recém excisados. No terceiro tratamento a
atividade da CAT e APX tiveram um aumento de 41% e 37,5%, respectivamente, em
relacdo ao primeiro, sendo que no quinto tratamento as atividades atingiram valores
trés vezes maiores para a CAT e dias vezes maiores para a APX, quando
comparado ao inicio das avaliacdes.

Em relagcdo aos niveis de peroxido de hidrogénio (H.0,), verificou-se o
aumento a partir do terceiro tratamento, permanecendo com valores elevados até o
sétimo e diminuindo no final do ensaio (Figura 13D).

Quando os explantes foram cultivados diretamente na luz, a atividade da SOD
aumentou no terceiro tratamento, com valores 23,6% maiores que o controle (Figura
14A). A atividade dessa enzima continuou aumentando até o quinto tratamento (05
dias in vitro) e diminuindo no oitavo tratamento, cuja atividade foi semelhante ao
controle. A atividade da CAT (Figura 14B) aumentou a partir do terceiro tratamento
até o quinto, diminuindo nos tratamentos posteriores, atingindo no oitavo tratamento
valores inferiores ao controle. Cabe ressaltar que o incremento na atividade desta
enzima foi grande, chegando a valores trés vezes maiores que 0s iniciais, no quinto
tratamento (Figura 14B). Em relagdo a atividade da APX, houve aumento linear
desde a coleta dos explantes (tratamento um) até a quinta avaliacdo, na qual a
atividade foi quatro vezes superiores ao controle (Figura 14C). A partir dai os valores

diminuiram, alcangando no ultimo tratamento valor similar ao controle. Os niveis de
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H,O, aumentaram nos tratamentos 4, 5 e seis, sendo que a partir dai voltaram a

ficar semelhantes ao controle. A diferenca em relagcdo ao controle do tratamento com
maior atividade foi de 11,51% (Figura 14D).
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Figura 13. Atividades das enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C) e concentra¢cbes de peroxido de
hidrogénio (D) em explantes de bambu-da-sorte cultivados no escuro. 1- controle, brotos logo depois
de retirados da planta; 2- lavagem com alcool 70%; 3- desinfestacdo com hipoclorito de sédio a 2%
por 15 minutos; 4- lavagem com agua por 5 minutos; 5- cinco dias apds a inoculagdo em meio de
multiplicagdo; 6- dez dias, ap0Os inoculacdo; 7- quinze dias apés inoculacdo; 8- vinte dias apos a

inoculacdo. UFPel, 2014.
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Figura 14. Atividades das enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C) e concentracdes de perdxido de
hidrogénio (D) em explantes de bambu-da-sorte cultivados na luz. 1- controle, brotos logo depois de
retirados da planta; 2- lavagem com alcool 70%; 3- desinfestagdo com hipoclorito de sddio a 2% por 15
minutos; 4- lavagem com &agua por 5 minutos; 5- cinco dias ap6s a inoculacdo em meio de
multiplicagdo; 6- dez dias, ap0Os inoculagédo; 7- quinze dias apds inocula¢do; 8- vinte dias apés a
inoculacdo. UFPel, 2014.

4. DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento e inducdo de gemas

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, observou-se uma grande
dificuldade em se obter 6rgdos ou tecidos de bambu, livres de agentes
contaminantes. Para todos os explantes utilizados, as taxas de contaminacdo foram
elevadas, tanto com o uso de hipoclorito de sédio, quanto de cloreto de mercurio,
independente das concentracfes empregadas. Somente nos tratamentos T3 e T4, a
contaminacgao nao foi total (Figura 9), sento que o tratamento T4, com hipoclorito de
sédio apresentou menores percentuais de contaminacao.

A cultura de tecidos pode ser influenciada por inUmeros fatores, entre eles o
mais determinante para o sucesso ou ndo do cultivo in vitro € a contaminacao
microbiana, sendo responsavel por perdas severas em biofabricas e laboratorios de
pesquisa (DONATO et al.,, 2005). Para isso séo utilizados diversos agentes
desinfestantes visando a eliminacdo superficial de microorganismos que possam
comprometer o material vegetal a ser micropropagado. Varios autores relatam a

utilizagc&o do hipoclorito de sodio e cloreto de mercurio como agentes desinfestantes,
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variando as concentracfes e tempos de lavagens de acordo com a espécie
(BERUTO et al.; BHATT et al., 2004; GRADAILLE et al. 2010). No presente estudo,
a concentracao utilizada de cloreto de mercurio, ndo se mostrou mais eficiente do
que o hipoclorito de sodio (Figura 4). Dessa forma, considerando estes resultados,
prosseguiu-se com a utilizagédo do hipoclorito de sédio a 2%, visto que este ndo gera
residuos toxicos para descarte e ndo é cumulativo como o cloreto de mercurio que €
considerado um agente potencialmente toxico por oferecer grande risco de
contaminacdo ambiental e ao ser humano (AZEVEDO, 2003).

As altas contaminacdes em todos os tipos de explantes, independente das
substancias desinfestantes utilizadas, evidenciam a presenca de bactérias
endodgenas nos tecidos e células excisadas das estacas, obtidas das plantas
cultivadas em casa de vegetacdo, visto que a presenca de contaminacfes por
fungos foram minimas, principalmente quando usados antibiético nas lavagens e
PPM adicionado ao meio. Assim, com estes procedimentos adotados, alguns
explantes, foram estabelecidos in vitro, o que possibilitou o seu desenvolvimento e a
formacdo de plantas completas (Figuras 5B e 5C). Em estudos com
micropropagacao de Cordyline sp., Chinnu, et al. (2012) utilizaram tratamento com
antibiético e fungicida, em seguida lavagem com Cloreto de Mercurio a 0,1%, por 5
minutos, obtendo resultados positivos no controle da contaminagéo. Isso justifica a
associacdo de antibidticos e fungicidas na desinfestacdo, que podem promover
menores perdas de material devido as contaminacées por microrganismos. No
entanto, tal procedimento € bastante incerto, pois normalmente apos a retirada do
antibiético as bactérias passam a se desenvolver com maior intensidade infectando
novamente as culturas.

Em relacdo aos explantes utilizados, os n6s caulinares e brotos axilares foram
0S que apresentaram melhores resultados para o estabelecimento e inducdo de
gemas quando cultivados em meio MS semissélido com 15 mgL™ de 2iP e 0,5 mgL™
de AIA (Figura 10A e 11). Liu et al.(2010), também utilizaram segmentos nodais
como explantes e obtiveram respostas positivas em seus estudos. Entre os
tratamentos testados por estes autores, a utilizacédo de alta concentracéo de 2iP foi o
anico que apresentou respostas positivas para possivel multiplicacdo, indicando que
esta citocinina seja, talvez, a mais indicada para esta espécie. As brotacdes laterais

emitidas dos nés, quando separadas e colocadas em meio MS com 2 mgL™ de 2iP e
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0,5mgL™ de AIA, desenvolveram-se, formando raizes e dando origem a plantas
completas ap6s 180 dias em mesma cultura (Figuras 10B e 10C). As gemas
oriundas dos brotos cresceram lentamente em 90 dias (Figura 11), sendo que aos
120 dias no mesmo meio (Figura 12), foi possivel diferenciar gemas e pequenas
brotagcbes. Porém, em nenhum dos explantes houve a formacdo de estruturas
calogénicas, 0 que pode estar associado ao comportamento da espécie.

Liu et al. (2010), utilizaram segmentos nodais e gemas como explantes em
meio MS suplementado com as mesmas concentracdes de reguladores utilizados no
presente trabalho, e ao contrario dos resultados obtidos no presente estudo,
conseguiram estabelecer um protocolo eficiente para inducdo de calos em Dracaena
surculosa com15 mgL™ de 2iP e 0,5 mgLdeAlA, o que leva a crer que, para cada
espécie as respostas das concentracfes hormonais podem ser diferentes, e no caso
de D. sanderiana as concentracdes de hormoénios utilizadas ndo produziram a
mesma resposta que em D. surculosa. Para os tecidos cultivados, o requisito de
horménios exdégenos depende do nivel enddégeno dos tecidos/células da planta, que
varia de acordo com os 0Orgaos, genétipo e a fase de crescimento da planta
(CHAND; SINGH, 2004). Pode ser considerado que o 2iP, como uma citocinina de
ocorréncia natural, € mais eficaz do que os homdlogos sintéticos, na inducdo da
morfogénese de D. surculosa (LIU et al., 2010). Devido a essas evidéncias, pode ser
gue o 2iP tenha sido mais eficiente que os outros reguladores utilizados, levando
assim a inducdo de gemas em D.sanderiana, considerando que foi o Unico
tratamento que induziu alguns explantes a uma resposta de morfogénese.

Os estudos de Aslam, et al. (2013), com D.sanderiana, demonstraram que
dentre os varios tipos de explantes utilizados, os segmentos nodais foram mais
efetivos na formacdo de calos, com adicdo de 2,4-D em meio MS. Esses
pesquisadores estabeleceram um protocolo de regeneracdo eficiente para D.
sanderiana, o qual necessitou de 16 semanas, a partir da inoculacdo dos explantes
no meio e inicio da regeneracao das plantas. Porém no presente estudo, foi utilizado
0 mesmo protocolo, com as mesmas concentragdes de 2,4-D, e ndo foi obtido
sucesso na obtencéo de calos, visto que os explantes foram perdidos nas primeiras
trés semanas de inoculacdo, por contaminacdo ou oxidacdo. Esses resultados
podem estar associados ao tempo necessario para que se inicie 0 processo de

diferenciacdo das células, tendo em vista que ocorreram contaminacfes durante as
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cinco primeiras semanas em cultura e desta forma o material foi descartado, nao
permitindo o desenvolvimento do processo.

Sendo o bambu chinés uma planta adaptada a viver em agua, diversos
estudos demonstraram que os sistemas de imerséo temporaria também induziram o
aumento de brotacdes in vitro (SAARE-SURMINSKI; PISOWOTZKI et al., 2008).
Assim, foram obtidos melhores resultados, em culturas de D. sanderiana em meio
liquido, sob agitacdo permanente (GRADAILLE et al., 2010). Tal resposta positiva
nao foi obtida no presente estudo, visto que os brotos e gemas utilizados como
explantes oxidaram e houve contaminacédo total ap6s 4 semanas na cultura em meio
liquido sob agitagdo permanente. Os resultados mostraram que a dificuldade de se
obter material livre de microorganismos, principalmente de bactérias enddgenas € o

principal obstaculo a ser superado para a micropropagacao da espécie.

4.2 Analises enzimaticas e bioquimicas

A producdo de mudas em escala comercial esta relacionada com 0 sucesso
da multiplicacéo in vitro, que é influenciada por diversos fatores, como a composi¢ao
do meio de cultura, a utilizacdo de reguladores de crescimento e as condi¢des
ambientais que os explantes sdo submetidos (SOTIROPOULOS et al., 2006). Todos
esses fatores podem elevar o nivel de estresse oxidativo das células, que esta
relacionado a uma complexa rede de sinalizacdo metabdlica, responsavel pelo
controle da percepcédo de sinais, da geracdo de mensageiros secundarios e de
sinais de transducao (SHAO et al., 2007). As reagdes formadoras de EROs ocorrem
no metabolismo normal das plantas, a partir da fotossintese, respiracdo e
fotorrespiracdo, bem como por processos induzidos durante estresses abioticos
(POLLE, 2001; MITTLER, 2002). E o caso do estabelecimento e desenvolvimento in
vitro, onde o0s explantes estdo sujeitos a um aumento no estresse, principalmente
nas fases iniciais da cultura. No entanto, os niveis de estresse que 0s explantes
sofrem durante o estabelecimento in vitro, desde o0 momento da sua retirada da
planta matriz, desinfestacdo e até a sua adaptacdo no novo ambiente sdo pouco
estudados. A dificuldade maior na desinfestacdo dos explantes € se obter explantes
gque nao apresentem niveis de contaminacdo que possam leva-los a morte. A

contaminagdo por microorganismos € um dos principais problemas para a aplicagéo
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da micropropagacdo, podendo inclusive ser um fator limitante, para o
estabelecimento e cultivo in vitro de certas espécies (RIBAS et al., 2003).

As etapas de desinfestacdo do material normalmente iniciam com lavagem dos
explantes com o alcool, que possui acdo germicida e é utilizado em concentracdes
de 70 a 80%, por apenas alguns segundos, pois acima dessas concentragbes pode
desidratar os tecidos (PASQUAL, 2001). Nos experimentos aqui realizados, o
material foi imerso em alcool 70%, por um minuto, levando a crer que esse tempo
nao foi suficiente para que os explantes produzissem qualquer tipo de EROs em
guantidades elevadas que pudessem desencadear alguma resposta de defesa, pois
as atividades das enzimas antioxidantes foram baixas no segundo tratamento
(Figura 13). No entanto, ap0s a lavagem com hipoclorito de sédio 2%, houve o
aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX. Essa é uma fase
delicada para os explantes, pois a manipulacdo, a utlizacdo dos agentes
desinfestantes, pode causar o0 aumento do estresse oxidativo.

O hipoclorito de sodio (NaClO) é um agente antimicrobiano utilizado para a
desinfestacdo, cuja concentracdo a ser utilizada vai depender da espécie e do
explante. Possui atividade biocida contra bactérias, fungos e virus, além do fato de
ser um produto relativamente barato (EMMANUEL et al., 2004). Porém, pode gerar
reacfes oxidativas, como inativacdo enzimatica irreversivel e a degradacdo de
lipidios e &cidos graxos (ESTRELA et al.,, 2002), podendo causar 0 aumento
acelerado do estresse oxidativo. Levando em conta essa afirmativa, € necessario
que seja desenvolvido um protocolo seguro para o estabelecimento de cada
espécie.

Existem muitos estudos, com as mais variadas espécies, sobre as enzimas do
mecanismo antioxidativo ex vitro, como exemplo, em experimentos com diferentes
concentracbes de Cadmio (Cd) em Populus canescens, em sistema hidropénico Dai
et al. (2012), verificaram que o Cadmio induziu o0 aumento no teor de H,O,, em todos
os tecidos, que coincidiu com o aumento na atividade das enzimas SOD, CAT e
APX, indicando que as plantas respondem ao estresse por Cd pela ativagdo do
sistema de defesa, tanto em nivel de atividade enzimatica, como de transcricdo das
enzimas. No presente estudo, a concentracdo de hipoclorito de sédio utilizada, n&o
foi toxica para desinfestacdo, pois todos os explantes sobreviveram até os 20 dias,

mas foi notavel, que a partir da lavagem com o produto, os valores das atividades
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enzimaticas aumentaram (Figura 13). A homeostase entre as atividades da SOD,
APX e CAT nas células é crucial para determinar os niveis de equilibrio dos radicais
superéxido e peroxido de hidrogénio (CHAO et al., 2010). Em ambos os
experimentos aqui realizados, ficou evidente que no vigésimo dia de inoculacao esse
equilibrio talvez tenha sido alcancado, ja que todas as atividades das enzimas
avaliadas diminuiram. Desta forma, a fase de desinfestacdo aumenta somente
momentaneamente o estresse oxidativo, e com o passar do tempo os explantes se
adaptam ao meio de cultura.

As enzimas do mecanismo antioxidante podem atuar aumentando a sua
atividade durante as primeiras semanas de inducdo de morfogénese nas culturas in
vitro. Esse estresse pode ser induzido por concentracdes mais elevadas de
nutrientes e reguladores de crescimento, tornando possivel a diferenciacéo celular e
o desencadeamento do processo de embriogénese soméatica (PASTERNAK, 2002).
Porém, em estudo realizado com bulbos de Fritillaria meleagris in vitro, Petric et
al.(2014), observaram que a atividade das enzimas antioxidantes durante a
morfogénese, nado tiveram alteracdes significativas em relacdo ao uso de
reguladores de crescimento, indicando que o processo de morfogénese é
estritamente definido, independentemente dos reguladores de crescimento
utilizados. Ja Pfeiffer; Hoftberge (2001) relataram que auxinas podem induzir
drasticamente aumento da geracdo de EROs nas células dos tecidos. Mas cada
espécie deve ser estudada com cautela, no momento em que se deseja estabelecer
e desenvolver plantas in vitro com sucesso.

No presente estudo a atividade da SOD, no primeiro experimento, aumentou
aos 5 dias da inoculacdo in vitro (Figura 13A), permanecendo alta até os 15 dias,
indicando que nesse periodo houve a producdo de superdxido em quantidades mais
elevadas nas células dos tecidos. Petric et al. (2014) obtiveram resultados
semelhantes em seu trabalho onde a maior atividade da SOD foi observada aos sete
dias de cultivo em todos os tratamentos. Kairong et al. (2002), perceberam uma
correlacdo entre 0 aumento dos niveis de peroxido de hidrogénio e inducdo de
células na embriogénese somatica, que ocorria concomitantemente com o aumento
da atividade da SOD. Foi observado que no segundo ensaio, as concentracdes de
H,O, foram mais baixas que no primeiro ensaio, e mesmo assim foram suficientes

para ativacdo enzimatica da CAT e APX. Isso pode ser explicado devido ao Km
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(constante de Michaelis-Menten) da CAT variar de 2,4 a 225 mM, enquanto que o da
APX é de 60 a 1000uM, sendo que o baixo Km na reacdo da APX reflete uma maior
afinidade desta enzima ao H,O, (SINGH et al., 2008). No escuro (Figura 7B), a
atividade da CAT aumentou a partir do terceiro tratamento, mantendo-se alta até o
sétimo, o mesmo ocorrendo com a atividade da APX. J4, quando os mesmos foram
diretamente para luz (Figura 14), as atividades enzimaticas também comecaram a
aumentar no terceiro tratamento, porém, as mesmas mantiveram-se altas até o
sexto, diminuindo somente no ultimo tratamento (20 dias em cultura). E importante
destacar que no primeiro ensaio os niveis de H,O, produzidos foram maiores que no
segundo ensaio, 0 que pode estar relacionado a condi¢do nutricional da planta
matriz, a incidéncia luminosa e a temperatura, pois 0s ensaios foram realizados em
momentos distintos, onde houve variacdo da temperatura ambiente. As médias de
temperatura no momento das coletas do experimento um e dois foram de 25,2°C e
19,2°C respectivamente (EMBRAPA- CLIMA TEMPERADO, 2014).

Até os 15 dias in vitro a taxa de estresse foi alta, tanto na luz como no escuro,
0 que pode |justificar esse periodo como critico para o0s explantes no
estabelecimento in vitro. A partir dos 15 dias, os tecidos provavelmente diminuiram a
produgdo EROs, diminuindo a atividade das enzimas antioxidantes, levando a crer
que a partir de 15 dias de inoculacdo, os explantes jA comecam a se adaptar ao
novo ambiente. Convém salientar que as atividades das enzimas, bem como 0s
teores de H,0O, foram iguais ou menores no ultimo tratamento, ou seja, apos 20 dias

em cultura, quando relacionados ao primeiro tratamento (controle).

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o procedimento de
desinfestacdo mais promissor para D. sanderiana é com hipoclorito de sédio a 2%
por 15 minutos e lavagens de 10 minutos com Cetazima 250 mgL™, com adicéo de
PPM ao meio de cultura. Os explantes sobreviventes, quando inoculados em meio
MS semissélido suplementado com 15 mgL™de 2ip e 0,5 mgL™ AIA e posteriormente
transferidos para meio com 2 mgLde 2ip, apresentam diferenciacdo celular com
inducéo de gemas e brotac¢des axilares insipientes. Quanto as analises enzimaticas,
conclui-se que apds os 20 dias de inoculagédo, os explantes ja apresentam uma

adaptacao ao ambiente in vitro independente de serem expostos & luz ou ao escuro.
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CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas com espécies de plantas ornamentais sdo de grande
importéancia, levando em conta o crescimento do setor na economia, bem como pela
necessidade do aumento na sanidade e qualidade das plantas. Atualmente, em
funcdo do desenvolvimento de novos processos e sistemas, 0 uso de biorreatores
pode tornar a técnica mais barata e eficiente, possibilitando assim a diminuicdo dos
custos de producdo. No entanto, as condi¢bes para uma propagacao mais eficiente,
através destes equipamentos, precisam ser determinadas, visto que as exigéncias,
tanto nutricionais como de reguladores de crescimento podem variar
consideravelmente dependendo da espécie. Para a Gypsophila paniculata os testes
preliminares realizados neste estudo, embora tenham induzido maior taxa de
multiplicagcdo, mostraram a incidéncia acentuada de uma anomalia fisiolégica,
denominada hiperidricidade. Assim, novos testes deverdo ser realizados, incluindo
alteracdes na composicdao do meio mineral, na concentragdo de reguladores de
crescimento e, finalmente nos tempos de imersdo das culturas no periodo de 24
horas. Os estudos com Dracaena sanderiana, demonstraram um numero muito
baixo de explantes estabelecidos in vitro, porém o0s que sobreviveram e se
desenvolverampodem ser a base para que novos estudos sejam realizados.
Considerando a dificuldade em se obter material livre de contaminacbes, é
necessario que se adotem novas medidas para que ndo haja grandes perdas, como
as que ocorreram no presente trabalho.

Quanto as atividades enzimaticas antioxidantes, verificou-se que os explantes
se adaptam as condicdes in vitro, sendo o estresse maior durante os primeiros dias
apos transferéncia para o meio de cultivo e serem submetidos aos tratamentos de
desinfestacdo. No entanto, as células e tecidos que compdem os explantes, nas
repicagens subsequentes, podem apresentar um aumento do estresse oxidativo,
mesmo que 0S mesmos nao passem por todo o processo de desinfestacdo dos
explantes primarios. Desta maneira seria interessante acompanhar a resposta das
células por um periodo mais longo durante o cultivo in vitro. De qualquer forma os
estudos realizados com as duas espécies de ornamentais, trazem subsidios para

gue novas pesquisas sejam feitas a partir dos resultados obtidos neste trabalho.



