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Resumo

Bromeliaceae é uma familia essencialmente neotropical, cujos representantes sao
muito utilizados para fins paisagisticos. Uma das principais fontes de abastecimento do
mercado consumidor de bromélias é o extrativismo 0 que, associado a destruicdo do
ambiente natural, tem levado a perdas irreparaveis na biodiversidade da familia,
especialmente na Mata Atlantica, onde cerca de 40% das espécies encontram-se sob
alguma categoria de ameaca. Pitcairnia encholirioides L. B. Sm. é uma espécie
“criticamente em perigo” de extin¢do, sendo conhecida somente uma populagdo dessa
espécie, com cerca de 900 individuos, encontrada em 2004 em um afloramento rochoso
muito degradado e sujeito ao fogo e ao pisoteio de animais, no municipio de Santa
Maria Madalena, RJ. A utilizacdo das técnicas de micropropagacdo pode reverter 0s
riscos de extingdo garantindo taxas elevadas de multiplicacdo, fornecendo material
necessario ao mercado consumidor, evitando, dessa forma, o extrativismo das plantas
nos seus locais de origem. A instalacdo e a conservacdo in vitro de bancos de
germoplasma possuem especial importancia, garantindo a sobrevivéncia de espécies
raras e/ou endémicas e fornecendo plantas para iniciativas de reintroducao. A etapa final
da micropropagacdo é a aclimatizacdo ex vitro, realizada apos os procedimentos de
multiplicacdo e enraizamento in vitro. A aclimatizacdo é um periodo critico para as
plantas devido a perda de agua, o que causa estresse hidrico e, como consequéncia,
estresse oxidativo, podendo provocar problemas metabolicos e perdas elevadas. No
presente trabalho, Pitcairnia encholirioides foi cultivada in vitro por 150 dias em meio
de cultura adicionado de dois reguladores de crescimento (GAz; ou ANA), além de duas
concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacdo dos tubos de
ensaio (vedacdo hermética com tampas e filme de PVC ou vedacdo com tampas que
permitiam trocas gasosas), totalizando 8 tratamentos, periodo apds o qual as plantas
foram transferidas para condices ex vitro, em casa de vegetacdo, permanecendo por
mais 180 dias. Dois desses tratamentos foram selecionados para as analises de
desidratacdo, quando suas plantas foram submetidas a 30, 42 ou 54 dias sem irrigacdo,
além do controle irrigado periodicamente, sendo posteriormente reidratadas durante 90
dias. Apb6s os periodos de cultivo in vitro e permanéncia das plantas em casa de
vegetacdo, foram realizadas andlises dos contetdos de prolina, proteinas totais,

atividades das enzimas do metabolismo antioxidativo SOD, CAT, POD e PPO, além



dos teores de pigmentos fotossintetizantes. Além desses parametros, apds desidratacéo e
reidratacdo foram também avaliados os teores de carboidratos. De maneira geral, o
cultivo in vitro em meio adicionado da menor concentracdo de sacarose e em tubos
vedados hermeticamente se mostrou prejudicial, o que foi evidenciado pelo menor
acumulo de prolina, aumentos nas atividades das enzimas antioxidativas e menor
acumulo de pigmentos fotossintéticos. Apds o periodo de aclimatizagdo, ndo foram
encontradas diferengas entre os tratamentos para a maioria dos parametros analisados,
ou os dados oscilaram de maneira a ndo permitir uma generalizagdo quanto aos efeitos
residuais da sacarose, do tipo de tampa e dos reguladores de crescimento utilizados
durante o cultivo in vitro. No periodo em que as plantas foram submetidas a
desidratacdo progressiva, houve maior acimulo de prolina e proteinas sollveis totais,
além de aumento nos teores de pigmentos fotossintéticos nos tecidos provenientes de
plantas cultivadas in vitro em meio contendo 30 g L™ de sacarose e GAs. Houve
também, em geral, queda mais acentuada nas atividades das enzimas em meio
suplementado com a menor concentracdo de sacarose e ANA, além de oscilacGes nos
teores de pigmentos. As relacbes entre os pigmentos sofreram leve reducdo em ambos
0s tratamentos, e os teores de carboidratos solUveis totais, sacarose, agucares redutores e
amido aumentaram com o prolongamento do estresse. Apds a reidratacdo, todas as
plantas demonstraram elevada capacidade de recuperagdo, apresentando em todas as
andlises realizadas valores muito similares aos das plantas do controle, ndo submetidas a
desidratacdo. Os resultados obtidos no trabalho permitem concluir que o cultivo in vitro
em meio adicionado de 30 g L™ de sacarose e em tubos de ensaio que permitem trocas
gasosas é o mais apropriado para plantas de P. encholirioides. Ademais, a concentragdo
de sacarose adicionada ao meio de cultura também influencia o desenvolvimento das
plantas ap6s aclimatizacdo, sendo encontrados melhores resultados em plantas
cultivadas nos meios de cultura suplementados com a maior concentracdo desse
carboidrato. Acredita-se que as plantas cultivadas nessas condi¢cdes apresentariam maior
capacidade de sobrevivéncia ao transplantio e maior resisténcia a periodos prolongados

de estresse hidrico, aos quais, frequentemente, estdo submetidas no ambiente natural.

Palavras-chave: Bromeliaceae, Pitcairnia  encholirioides, micropropagacéo,
aclimatizacdo, estresse oxidativo, estresse hidrico, prolina, superéxido dismutase,

catalase, peroxidase, polifenol oxidase, pigmentos fotossintéticos, carboidratos.
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Abstract

Bromeliaceae is essentially a neotropical family, whose representatives are
widely used for landscaping. One major source of supply for the consumer market is the
extraction, which coupled with the destruction of the natural environment, has led to
irreparable losses in biodiversity of the family, especially in the Atlantic Forest, where
about 40% of bromeliad species are under some category of threat. Pitcairnia
encholirioides L. B. Sm. is a critically endangered species. In 2004, a unique population
of this species was found, with about 900 individuals in a very degraded rocky outcrop,
subject to fire and trampling by animals, located in Santa Maria Madalena, RJ. The use
of micropropagation can guarantee high multiplication rates, providing necessary
material for the consumer market, effectively obviating the extraction of plants in their
places of origin. In addition, installation and in vitro conservation of germplasm banks
have special importance, ensuring the survival of rare species and/or endemic and
providing micropropagated plants for reintroduction initiatives. Following the
procedures of in vitro multiplication and rooting, the final stage of micropropagation is
the ex vitro acclimatization, a critical period for the plants due to water loss, which
causes water stress and, consequently, oxidative stress, which can cause metabolic
problems and high losses. In this study, Pitcairnia encholirioides was grown for 150
days in vitro in a culture medium supplemented with two growth regulators (GA3; or
NAA), and two concentrations of sucrose (15 or 30 g L™) in two types of sealing of test
tubes (hermetic seal with lids and PVC film and seal with lids that allowed gas
exchange), totaling eight treatments, after which the plants were transferred to ex vitro
conditions in a greenhouse, staying for more than 180 days. Two of these treatments
were selected for analysis of dehydration when their plants were subjected to 30, 42 or
54 days without irrigation, apart from control irrigated periodically, being subsequently
rehydrated for 90 days. After periods of in vitro cultivation and maintenance of the
plants in the greenhouse, they were analyzed for proline content, total protein, activities
of antioxidant metabolism enzymes SOD, CAT, POD and PPO, besides the content of
photosynthetic pigments. Apart from these parameters, after dehydration and
rehydration, levels of carbohydrates were also assessed. In general, the in vitro culture
in medium containing the lowest concentration of sucrose and hermetically sealed tubes

proved to be harmful, which was evidenced by lower levels of proline, increased



activity of antioxidant enzymes and lower accumulation of photosynthetic pigments.
After the acclimatization period, no differences were found between treatments for most
parameters, or data varied so as to not allow a generalization about the residual effects
of sucrose, the type of cover and of the growth regulators used in the in vitro
cultivation. During the period in which the plants were subjected to water stress, higher
accumulation of proline and total soluble proteins occurred, and also increased levels of
photosynthetic pigments in tissues from plants grown in vitro in medium containing 30
g L™ sucrose and GAs. There was also, in general, sharper decrease in enzyme activity
in medium with the lowest concentration of sucrose and NAA, as well as fluctuations in
pigment. Relations between pigments suffered slight reduction in both treatments, and
total soluble carbohydrates, sucrose, reducing sugars and starch increased with
increasing stress. After rehydration, all plants showed high resilience, presenting for all
analyzes values very similar to those of control plants not subjected to dehydration. The
results indicate that the in vitro culture in medium supplemented with 30 g L™ sucrose
and tubes that allow gas exchange are the most appropriate. Moreover, the concentration
of sucrose added to the culture medium also influences the development of plants after
acclimatization, with best results found in plants grown in media supplemented with
higher amount of this carbohydrate. It is believed that plants grown under these
conditions would have higher capacity of resistance to transplanting and could survive
for prolonged periods of water stress, which are often subjected in the natural

environment.

Keywords: Bromeliaceae, Pitcairnia encholirioides, micropropagation, acclimatization,
oxidative stress, water stress, proline, superoxide dismutase, catalase, peroxidase,

polyphenol oxidase, photosynthetic pigments, carbohydrates.



1 — Introducéo

1.1 — A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae Juss. conta, atualmente, com aproximadamente 3172
espécies distribuidas entre 58 géneros (Luther, 2008), sendo a quinta maior familia em
nimero de espécies entre as monocotileddneas (Givnish, 2005). Segundo Cronquist
(1981; 1988), Bromeliaceae é a unica familia da ordem Bromeliales, subclasse
Zingiberidae, classe Liliopsida, divisao Magnoliophyta, sendo tradicionalmente dividida
em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs,
1974; Cronquist, 1988), caracterizadas principalmente com base em suas caracteristicas
florais, no habito e na morfologia dos frutos e sementes.

Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical (Smith &
Downs, 1974; Porembski & Barthlott, 1999; Jacques-Felix, 2000), sendo a Unica
excecdo Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed, que ocorre no oeste do
continente africano. Possui trés grandes centros de diversidade genética: a costa leste do
Brasil, nos dominios da Mata Atlantica, o Escudo das Guianas e os Andes (Smith &
Downs, 1974; Martinelli et al., 2008), sendo que no primeiro caso predominam taxons
intimamente relacionados a formacdes florestais e nos dois outros prevalecem taxons
associados a formacGes campestres (Forzza, 2005).

A familia representa um importante componente floristico e fisiondmico em
diferentes formac6es vegetais (Versieux et al., 2008). Quanto ao habito de vida, ha uma
escala de ocupacao, desde representantes terrestres enraizados no solo, passando por
epifitas e rupicolas acumuladoras de &gua e nutrientes, até epifitas extremas
completamente independentes do substrato para nutricdo (Crayn et al., 2004; Versieux
et al., 2008). Mais da metade das espécies cresce como epifita, com raizes fixadas aos
troncos de arvores ou em outros substratos, funcionando apenas como suporte para a
planta, que recolhe agua da umidade do ar, do orvalho e das chuvas através das folhas,
ao invés de retira-la do solo (Martinelli, 2000).

Estima-se que do total de espécies, mais de 40% podem ser encontradas no
Brasil, 0 que coloca nosso pais entre 0os mais importantes em termos de diversidade na

familia (Leme, 1997). Com relacdo aos géneros, cerca de 80% ocorrem no territério



brasileiro, e destes, 22% s&o restritos ao mesmo (Forzza, 2005). S&o particularmente
comuns em florestas Umidas, principalmente na Mata Atlantica, onde correspondem a
uma das principais familias entre as epifitas. Também sdo muito comuns em habitats
xerofiticos (Judd et al., 2009), particularmente nas caatingas e campos rupestres (Souza
& Lorenzi, 2005), com representantes de vida terrestre e rupicola.

As bromelias apresentam folhas alongadas, mais ou menos coéncavas,
tipicamente agrupadas na base da planta formando uma roseta, e suas bases foliares
expandidas formam uma cisterna ou tanque que acumula dgua da chuva. Esse ambiente
aquatico é denominado fitotelmo (ou fitotelmata) e constitui um micro-habitat para
VArios grupos de organismos vegetais e animais, com um total de mais de 900 espécies
ja encontradas nesses locais (Oliveira et al. apud Carneiro et al., 1999; Martinelli, 2000;
Mestre et al., 2001), havendo uma ampla gama de relacBes ecoldgicas entre as
bromélias e os organismos associados, bem como destes entre si. Esse sistema garante
aos animais abrigo contra predadores, seca, vento e chuvas (Benzing, 2000), alem de
oferecer nutrientes e agua, sendo assim responsavel pelo aumento dos recursos que
podem ser utilizados pela fauna local (Favretto et al., 2011). Esse fato tem especial
importancia em ambientes com pouca disponibilidade hidrica, como as restingas, pois a
quantidade total de agua reservada pelas bromélias pode ser elevada (Cogliatti-Carvalho
et al., 2010), e também para as espécies epifitas que ocorrem no estrato superior, onde
uma pequena quantidade de chuva é suficiente para garantir o abastecimento de agua a
planta e aos organismos associados (Mestre et al., 2001). Sendo assim, as Bromeliaceae
sdo reconhecidamente de fundamental importancia tanto para as comunidades que nelas
se desenvolvem como para a manutencdo da complexidade e diversidade dos
ecossistemas nos quais ocorrem, especialmente na Mata Atlantica (Oliveira et al. apud
Carneiro et al., 1999).

A capacidade de acumular agua é, provavelmente, uma das principais
caracteristicas das bromélias, conferindo a elas resisténcia as condi¢cdes adversas de
escassez hidrica no ambiente. Além do acimulo de agua na base das folhas, outras
adaptacOes conferem as bromélias alta capacidade de estabelecimento e sobrevivéncia
em ambientes sob condi¢fes adversas para a vida vegetal, destacando-se o caule
reduzido, raizes pouco desenvolvidas, folhas adaptadas ao clima arido e tricomas
foliares que absorvem agua e nutrientes, além de apresentarem o metabolismo &cido das

crassulaceas (MAC), encontrado comumente em espécies terrestres e epifitas (Benzing



et al., 1976; Medina, 1990; Benzing, 2000; Endres & Mercier, 2003; Crayn et al.,
2004).

Nas ultimas décadas, os estudos floristicos e revisdes taxondmicas em
Bromeliaceae ampliaram-se significativamente, sendo marcante o acréscimo de novas
colecdes aos herbarios e o nimero de novas espécies descritas (Versieux et al., 2008).
Apesar disso, devido a complexidade de delimitacdo dos géneros e ao fato de alguns
destes ocorrerem em areas limitrofes do Brasil, é possivel que o nimero de espécies seja
bastante incompleto em relagdo ao que, de fato, ocorre no territério brasileiro (Souza &
Lorenzi, 2005).

Devido a grande diversidade de espécies, tipica arquitetura foliar e variacdo
morfoldgica, as bromélias ocupam lugar de destaque entre as plantas ornamentais
comercializadas no Brasil (Pereira et al., 2008), tornando-se mais populares durante as
duas ultimas décadas, devido ao uso para fins paisagisticos em casas e jardins (Versieux
& Wendt, 2007). Em funcdo disso, 0 extrativismo passou a ser uma das principais
fontes de abastecimento do mercado (Coffani-Nunes & Forzza, 2001). A coleta
predatoria de exemplares para comercializagdo, associada a depredacdo dos ambientes
naturais, sdo 0s principais responsaveis pela drastica reducdo ou até mesmo pela
extincdo de inumeras espécies (Pereira et al., 2008). Os géneros frequentemente
cultivados como ornamentais sdo Aechmea, Alcantarea, Billbergia, Bromelia,
Guzmania, Neoregelia, Pitcairnia, Tillandsia e Vriesea, dentre outros (Souza &
Lorenzi, 2005; Judd et al., 2009).

A Mata Atlantica, um dos ecossistemas mais ricos do planeta, é considerada um
dos 25 hotspots mundiais de biodiversidade e estd entre as oito areas prioritarias para
conservacdo mundial (Myers et al., 2000; Rosumek et al., 2008). Porém, é um dos
ecossistemas mais ameacados do mundo, restando atualmente aproximadamente 7,26%
de sua extensdo original (Morellato & Haddad, 2000; Pilatti et al., 2011). Nesse
ecossistema, a familia Bromeliaceae é uma das mais importantes, apresentando elevada
riqueza, diversidade e endemismo, além de ser a que possui 0 mais alto namero de
espécies ameacadas, colocando a familia como prioridade em programas de
conservacdo da biodiversidade (Pilatti et al., 2011).

Dentre 953 taxons especificos e infraespecificos de Bromeliaceae registrados na
Mata Atlantica (Martinelli et al., 2008), 338 encontram-se citados em alguma das listas
oficias de espécies ameagadas, com 54 espécies incluidas na categoria “criticamente em

perigo” (CR), 89 “em perigo” (EP), 182 “vulneraveis” (VU) e 17 “raras” (R). Dessa
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maneira, dentre as espécies registradas na Mata Atlantica, cerca de 40% encontram-se
sob alguma categoria de ameaca. E bastante provavel que este nimero esteja
subestimado devido ao pouco conhecimento do real estado de conservacdo das
populacbes em ambientes naturais, bem como pelo nimero reduzido de espécimes
depositados nos herbarios, o que compromete a avaliacdo da distribuicdo geografica dos
tdxons (Martinelli et al., 2008).

Como resultado dos trabalhos do workshop de revisdo da “Lista da Flora
Brasileira Ameagada de Extin¢dao”, realizado em 2005 pela Fundagao Biodiversitas, um
grande nimero de espécies de Bromeliaceae foi incluido nas categorias de “vulneravel”,
“em perigo” ou “criticamente em perigo” (Fundacdo Biodiversitas, 2005). Além destas
categorias, trés espécies foram consideradas “extintas na natureza”.

Pitcairnia L Héritier ¢ o maior género e 0 mais amplamente distribuido da
subfamilia Pitcairnioideae (Smith & Downs, 1974), compreendendo 376 taxa (incluindo
espécies, variedades e formas) (Leme et al., 2010). Atualmente, 43 espécies podem ser
contabilizadas no territorio brasileiro, sendo encontradas em torno de 15 espécies na
costa leste do pais. Elas ocorrem especialmente nos campos de altitude e nos inselbergs
nos dominios da Mata Atlantica, sendo o Rio de Janeiro o estado com maior
diversidade, contabilizando nove espécies (Martinelli & Forzza, 2006). Dentre as cinco
espécies do género Pitcairnia incluidas na lista de espécies ameacadas da Fundacéo
Biodiversitas, quatro foram classificadas na categoria “criticamente em perigo”, sendo
que trés ocorrem no estado do Rio de Janeiro, nos dominios da Mata Atlantica
(Fundacéo Biodiversitas, 2005).

Pitcairnia encholirioides L. B. Sm., espécie alvo do presente trabalho, é bastante
rara. Até 2004 era conhecida apenas pela colecao-tipo, coletada em 1934 e descrita por
Smith em 1950. Em 2004 foi encontrada uma unica populacdo dessa espécie em um
afloramento rochoso muito degradado, sujeito a passagem de fogo e pisoteio de
animais, localizado em uma propriedade particular, no municipio de Santa Maria
Madalena, RJ. Por ter sido localizada uma Unica populacdo, com cerca de 900
individuos, que ocorrem em associacdo com espécies de Vellozia e Barbacenia
(Velloziceae), Tibouchina (Melastomataceae) e Alcantarea (Bromeliaceae), e por talvez
estar entre as mais ameacadas do Rio de Janeiro, a espécie foi incluida na categoria de
“criticamente em perigo” de extingdo (Fundagdo Biodiversitas, 2005; Martinelli &

Forzza, 2006).



1.2 — Cultivo in vitro de Bromeliaceae

A conservacéo da biodiversidade é um assunto cada vez mais em pauta, em vista
do acelerado processo de degradacdo do meio ambiente e a consequente ameaca de
extincdo de espécies. Diversas metodologias podem ser adotadas para a conservagao dos
recursos vegetais, que pode ser realizada através da manutencdo de cole¢Ges de plantas
in situ, ou seja, nos seus locais de ocorréncia, ou ex situ, em casas de vegetacdo, sob
criopreservacdo ou, ainda, in vitro, em condi¢cdes de laboratério (Fay, 1994; Vieira,
2000).

A utilizacdo da biotecnologia para a producgdo de plantas in vitro é conhecida por
cultura de tecidos ou micropropagacdo, sendo utilizada hd mais de 50 anos (Zornig,
1996). Apesar de muitas vezes esses termos serem usados como sindnimos, a
micropropagacéo é a aplicacdo pratica da cultura de tecidos, tratando-se de um tipo de
propagacao vegetativa realizada in vitro usando explantes pequenos.

Ultimamente, com o uso crescente das bromelias em projetos paisagisticos e a
consequente ameaca de extingdo de espécies devido ao extrativismo, had uma
preocupacdo cada vez maior com a conservacdo desse recurso vegetal. No Brasil, a
familia Bromeliaceae é a que apresenta 0 maior nimero de espécies em perigo de
extincdo. Esse fato, associado ao grande endemismo de diversas espécies, tem
aumentado as medidas de conservacgéo da biodiversidade da familia, com a utilizagdo do
cultivo in vitro e da criopreservacéo (Pilatti et al., 2011). Para espécies com distribuicédo
restrita ou fragmentada e mais raras, medidas de conservacao e propagacdo ex situ séo
fortemente recomendadas, visando conferir maior seguranca contra uma eventual
extincdo na natureza e, também, com objetivo de desencorajar praticas extrativistas
prejudiciais a perpetuacdo das populacdes (Vieira, 2006).

Os primeiros trabalhos envolvendo o cultivo in vitro de Bromeliaceae foram
desenvolvidos na década de 1970 (Mapes, 1973). Nas duas Ultimas décadas, diversos
trabalhos foram publicados na literatura, muitos deles envolvendo espécies ameacadas
de extingdo (Mercier & Kerbauy, 1992; 1993; 1994; 1995; 1997; Carneiro et al., 1998;
1999; Arrabal et al., 2002; Carneiro & Mansur, 2004; Droste et al., 2005; Pompelli et
al., 2005; Rech Filho et al., 2005; 2009; Pickens et al., 2006; Silveira et al., 2009; Chu

et al., 2010; Mollo et al., 2011). Em contraste, é interessante notar que, para bromélias,



0 uso do cultivo in vitro visando a realizacdo de pesquisas fisioldgicas basicas é raro
(Nievola et al., 2005).

Segundo Zornig (1996), as Bromeliaceae podem ser reproduzidas quase que em
sua totalidade por cultura de tecidos. Os sistemas de cultivo podem incluir, basicamente,
a propagacao através de sementes, com a germinacdo in vitro, cultura de segmentos
nodais, regeneracdo a partir de explantes foliares e producdo de sementes sintéticas
(Carneiro et al., 1999; Arrabal et al., 2002; Soneji et al., 2002; Droste et al., 2005;
Pickens et al., 2006; Mendes et al., 2007; Santos et al., 2010, Souza et al., 2010). Além
desses métodos convencionais, a regeneracdo in vitro baseada na indugdo de culturas
nodulares tem ganhado destaque nos ultimos anos. Algumas espécies tém sido
propagadas dessa forma, como Ananas comosus (Teng, 1997), Vriesea reitzii (Rech
Filho et al., 2005; 2009; Alves et al., 2006; Dal Vesco & Guerra, 2010) e Billbergia
zebrina (Dal Vesco et al., 2011).

Dentre as opcdes, em trabalhos que tém por objetivo a conservacdo da
biodiversidade e a reintroducdo de espécies, a utilizacdo de sementes no
estabelecimento de culturas in vitro é considerada uma das melhores, uma vez que a
variabilidade do material pode ser mantida (Carneiro & Mansur, 2004). Em contraste,
nas demais formas em que a clonagem predomina, ha a geracdo de individuos
geneticamente idénticos aos seus genitores, 0 que, por sua vez, &€ importante na
propagacdo comercial (Hartmann et al., 2002), uma vez que caracteres vantajosos
comercialmente podem ser selecionados e propagados.

Os meios de cultura mais empregados para o cultivo in vitro de Bromeliaceae
sdo 0 meio de Murashige & Skoog (1962) — MS e 0 meio de Knudson (1946) — K, em
suas formulacdes basicas ou diluidas (Mercier & Kerbauy, 1997; Paiva et al., 2006). A
composicdo e a concentracdo de auxinas e citocininas no meio de cultura sdo fatores
determinantes para o crescimento e para o padrdo de desenvolvimento da maioria dos
sistemas de cultura de tecidos (Galvanese et al., 2007). Os principais reguladores de
crescimento utilizados nos cultivos in vitro de bromélias sdo o &cido naftaleno acético
(ANA) e a benzilaminopurina (BAP), isoladamente ou combinados (Mercier &
Kerbauy, 1997), além do acido giberélico (GAs). Outras substancias, como o &cido
indolacético (AlA), o acido indolbutirico (AIB) e a cinetina (KIN), sdo utilizadas em
menor escala (George et al., 2008).

Plantas MAC geralmente possuem limitacdes em sua capacidade reprodutiva, e

os individuos da familia Bromeliaceae apresentam, sob condi¢Ges naturais, taxas de
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propagacdo muito lentas. Sendo assim, a cultura de tecidos representa uma opgao
bastante atrativa, demonstrando vantagens em relacdo aos métodos convencionais por
conseguir taxas elevadas de obtencdo de mudas a partir de uma Unica gema, em periodo
reduzido de tempo e gerando plantas totalmente livres de problemas fitossanitarios
(Mercier & Kerbauy, 1995; Malda et al., 1999; Barboza et al., 2004; Paiva et al., 2006).

Especialmente com relacdo a familia, a instalagdo e a conservagdo in vitro de
bancos de germoplasma se revestem de especial importancia, uma vez que diversas
espécies encontram-se ameacadas de extingdo em decorréncia de préaticas extrativistas e
de outras acdes do homem sobre seus habitats, 0 que se agrava ainda mais para as
espécies endémicas, que podem ser irreversivelmente perdidas em decorréncia da
destruicdo dos seus ecossistemas. Portanto, as técnicas da cultura de tecidos sdo
ferramentas valiosas para a propagacdo em massa de bromélias, subsidiando a producédo
comercial de espécies ornamentais e fornecendo plantas micropropagadas para
reintroducdo, o que € de fundamental importancia para a conservagdo de espécies
ameacadas de extingdo (Dal Vesco et al., 2011; Huang et al., 2011). Somado a isso, 0
desenvolvimento de estratégias de exploragdo sustentavel poderia contribuir para o
desenvolvimento econdmico das comunidades que tém como base econdmica o cultivo

e a comercializacdo de bromelias (Pickens et al., 2006).

1.3 — Aclimatizacéo ex vitro

ApoOs o0s procedimentos de multiplicacdo e enraizamento in vitro, a
micropropagacdo somente é concluida com o transplantio das plantas para condicGes ex
vitro, em casas de vegetacdo. E necesséario que as plantas passem por esse periodo de
adaptacdo as condicdes ex vitro, onde elas sdo submetidas a uma fase de aclimatizacéo e
de endurecimento, o que faz com que a sobrevivéncia das plantas no ambiente externo
seja aumentada. Esta préatica é critica e representa, em alguns casos, um fator limitante
no sucesso da micropropagacdo. Isto se deve basicamente a quatro fatores: 1) a planta
passa de uma situacdo de reduzido fluxo transpiratorio, devido a baixa intensidade de
luz e a elevada umidade relativa, existentes dentro do frasco de cultivo, para um
ambiente que demanda um incremento na taxa de transpiracdo, ficando susceptivel ao

estresse hidrico; 2) a planta passa de uma existéncia heterotrofica, na qual depende de
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um suprimento externo de energia (sacarose do meio de cultura), para um estado
autotrofico, no qual precisa realizar fotossintese para sobreviver; 3) a planta passa de
uma condigdo de alta disponibilidade de nutrientes no meio para outra onde precisa
rapidamente incrementar a absor¢cdo de sais; e 4) a planta passa de um ambiente
asséptico para outro onde estd sujeita ao ataque de microrganismos saprofitos e,
eventualmente, patogénicos (Grattapaglia & Machado, 1998; Hazarika, 2003).

Existem na literatura diversas publicagdes que relatam os detalhes dos
procedimentos de transplantio e de aclimatizacdo, as dificuldades e as solugdes
encontradas durante essa importante etapa da micropropagacdo (Grattapaglia &
Machado, 1998; Pospisilova et al., 1999; Hartmann et al., 2002). O sucesso nessa etapa
depende basicamente da qualidade das plantas provenientes das fases de multiplicacdo e
de enraizamento in vitro, 0 que, por sua vez, esta estritamente relacionada com as
condicdes pelas quais as plantas passam durante o crescimento nos frascos de cultivo.
Compreender como otimizar as condicdes ambientais durante a aclimatizacdo pode
reduzir a excessiva perda de plantas que ocorre em muitos casos (Faisal & Anis, 2009).

Apos aclimatizagéo ex vitro em casas de vegetacao, o Ultimo passo no processo
de reintroducéo das plantas no ambiente natural € a sua transferéncia para condicdes de
campo, onde inevitavelmente sofrem com periodos de estiagem e seca. O déficit hidrico
que ocorre com a seca é geralmente acompanhado por outras tensdes, que sdo tambem
desafios ao desenvolvimento das plantas, especialmente o déficit de dgua no solo e o
alto déficit de pressdo de vapor, que sdo frequentemente associados a temperaturas
elevadas, alta irradiancia, estresse oxidativo, salinidade, diminuicdo da disponibilidade
de nutrientes e resisténcia mecanica ao crescimento radicular no solo compactado
(Wilkinson & Davies, 2010). O desenvolvimento in vitro de plantas
morfofisiologicamente capazes de resistir a essas condicdes estressantes é fundamental
para 0 sucesso dos procedimentos de micropropagacdo e de producdo de plantas com

objetivos comerciais ou de conservacéo biologica.

1.4 — Anormalidades metabdlicas e estresse oxidativo

Durante o crescimento in vitro podem ocorrer diversas anormalidades

morfoldgicas, anatbmicas e fisioldgicas, devido as condicBes especiais que as plantas
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enfrentam (Pospisilova et al., 1999; Joyce et al., 2003; Hazarika, 2006; Pickens et al.,
2006). Dentro dos frascos de cultivo, a umidade relativa do ar é alta, ha reduzida
ventilacdo e baixa concentragcdo de CO, (durante o periodo luminoso), além de elevado
acumulo de etileno (Mohamed & Alsadon, 2010). Além disso, o cultivo é realizado em
meio suplementado com carboidratos como fonte energética e reguladores de
crescimento, e as plantas sdo mantidas em salas de crescimento sob baixa irradiancia
(Arigita et al., 2010; Badr et al., 2011). Tais condi¢Oes causam estresses nas plantas e
podem acarretar elevadas perdas, limitando inclusive o wuso generalizado da
micropropagacdo (Batkova et al., 2008).

No cultivo in vitro h4 reducdo na atividade fotossintética dos tecidos, quer
devido a falta de CO; ou a producdo de etileno nesse ambiente fechado, ou, também,
devido a inibicéo por feedback das enzimas do ciclo de Calvin pela sacarose adicionada
ao meio de cultura (Tanaka et al., 2005; Jackson et al. apud Aragon et al., 2010). A
presenca da sacarose inibe especificamente a formagdo das clorofilas, tornando menos
viavel o crescimento autotrofico (George et al., 2008), e apesar de ser fonte de carbono
para 0 crescimento in vitro, esse carboidrato atua como um agente osmético que pode
causar estresse hidrico acima de determinadas concentragdes (Al-Khayri & Al-Bahrany,
2002). Além disso, a alta umidade relativa do ar e o acumulo de etileno em frascos
fechados acarretam alta densidade estomatica e levam ao desenvolvimento de estdmatos
anormais (Mohamed & Alsadon, 2010), aléem do acumulo de agua nos tecidos,
fendmeno conhecido como hiperidricidade. A hiperidricidade é um dos maiores
problemas na micropropagacdo das plantas, sendo caracterizada pela presenca de
tecidos muito hidratados, translicidos e quebradicos, bem como por disfuncdes
fisiologicas, como a reducdo nas taxas de transpiracdo e de fotossintese (Joyce et al.,
2003; Kevers et al., 2004; Saher et al., 2005; George et al., 2008). Tecidos hiperidricos
sdo facilmente danificados pela dessecacdo e sobrevivem muito pouco quando
transferidos para o ambiente externo (George et al., 2008).

Além desses problemas que ocorrem in vitro, apos a transferéncia das plantas
para condigdes ex vitro elas podem ser facilmente danificadas por mudancas bruscas nas
condicBes ambientais, na medida em que vdo para ambientes com baixa umidade
relativa do ar e elevada irradiancia, o que causa problemas no funcionamento dos
estdbmatos e na deposicdo da cuticula. Todo esse quadro causa estresse hidrico e
fotoinibicdo, dois importantes fatores responsaveis pela producdo de espécies reativas

de oxigénio (EROs) e, consequentemente, pelo estresse oxidativo (Aragon et al., 2010).
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Na fase de transplantio, o estresse hidrico das plantas é, geralmente, o principal
problema. Mesmo em plantas aparentemente perfeitas in vitro, uma série de deficiéncias
anatémicas que dificultam o controle da transpiracdo apos a transferéncia ex vitro pode
ocorrer, resultando numa répida perda de &gua. Os estdmatos ndo sdo funcionais e
respondem muito lentamente ao estresse hidrico, a camada de cera protetora sobre as
folhas é minima ou inexistente e a conexdo entre o sistema vascular do caule e das
raizes adventicias ainda é precario para permitir um fluxo transpiratério adequado
(Hartmann et al., 2002).

Em condic¢des naturais, as bromélias possuem elevada capacidade de resisténcia
as adversidades ambientais. O fato de apresentarem metabolismo &cido das crassulaceas
(MAC) confere a elas capacidade de sobrevivéncia em muitos ambientes hostis as
demais plantas. O metabolismo MAC, no qual a maior parte da aquisicdo de carbono
ocorre durante o periodo noturno, evita a formacdo de EROs por manter altas
concentragdes de carbono durante o dia. Assim, a assimilagéo diurna constante de CO;
previne a super energizacdo da maquinaria fotossintética, controlando a fotoinibicéo e o
estresse oxidativo sob niveis moderados de intensidade luminosa ou condicbes de
limitacdo hidrica (Smirnoff, 1993; Niewiadomska & Borland apud Gonzalez-Salvatierra
et al., 2010). De acordo com estes autores, ha pouca evidéncia para suportar a
ocorréncia de estresse ou dano oxidativo em plantas MAC em condi¢6es de campo, pois
o0 desempenho fotossintético € otimizado por uma interacdo entre processos que
aumentam a atividade enziméatica e a abundancia de metabdlitos envolvidos na
destruicdo e eliminacdo de EROs. Somado a isso, as espécies de bromélias C3-MAC
facultativas podem ser induzidas ao metabolismo fotossintético MAC pelo estresse
hidrico, o que garante uma maior eficiéncia no uso da agua por essas plantas (Freschi et
al., 2007). Através dessa forma de alterndncia do metabolismo, as plantas podem
regular a excessiva perda de agua em condicfes de estresse e ter a sua sobrevivéncia
aumentada.

No entanto, esses fatos ndo podem ser considerados em plantas que foram
cultivadas in vitro e/ou que passaram por um periodo de aclimatizacdo ex vitro, devido
as proprias particularidades do desenvolvimento das plantas sob essas condi¢cdes
artificiais. Diversas metodologias podem ser adotadas para reduzir a ocorréncia de
anormalidades nas plantas, fazendo com que o ambiente de cultivo in vitro seja 0 mais
semelhante possivel ao ambiente natural de crescimento. Uma delas é a modificacdo do

sistema de vedacdo dos frascos de cultivo.
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Os efeitos de dois diferentes sistemas de vedagdo, hermético e ndo-hermético,
sobre o crescimento in vitro e sobre o contetdo de clorofilas foram avaliados por
Chanemougasoundharam et al. (2004). Pléntulas de batata (Solanum tuberosum)
cultivadas em frascos fechados hermeticamente apresentaram peso fresco elevado
(hiperidricidade), diversas anormalidades morfoldgicas, alto indice de senescéncia e
teores de clorofilas reduzidos, o que € muito prejudicial no processo posterior de
aclimatizacdo em condigdes ex vitro. O tipo de tampa utilizada para o fechamento dos
frascos de cultura pode, dessa forma, influenciar diretamente o sucesso da
aclimatizacdo. Chen et al. (2006a) observaram reducdo nos parametros de crescimento e
na taxa de aclimatizacdo ex vitro em explantes de uma espécie medicinal cultivada em
sistemas empregando o fechamento com papel aluminio, em comparacdo com sistemas
com tampas que possibilitavam trocas gasosas. Estudos de microscopia eletronica
evidenciaram que plantas cultivadas em atmosfera ventilada apresentavam menor
densidade estomatica, além de células estomaticas de menor tamanho, o que resultou em
uma maior taxa de sobrevivéncia dessas plantas durante a aclimatizagéo ex vitro. Além
desses fatores, Chen et al. (2006b) observaram que plantas cultivadas em recipientes
fechados com papel aluminio apresentavam maior incidéncia de tecidos hiperidricos,
auséncia de cera epicuticular e estbmatos ndo-funcionais, o que reduz a sobrevivéncia
ao transplantio.

A prevencdo da hiperidricidade pode ser conseguida pelo aumento da
concentracdo do agente gelificante no meio de cultivo, pelo acimulo de solutos ou pela
reducdo da agua nos tecidos, quando eles sdo colocados em contato com o ar. A
ventilacdo do tubo de ensaio reduz a umidade relativa do ar, promove a evaporacao da
agua do meio de cultura e a transpiracdo, havendo a normalizacdo do funcionamento
dos estbmatos, o que garante o adequado nivel de hidratacdo dos tecidos e o controle da
perda de dgua quando as plantas sdo aclimatizadas em condicdes ex vitro (Seelye et al.,
2003; Casanova et al., 2008; George et al., 2008; Ivanova et al., 2010).

Pré-tratamentos com reducdo da umidade relativa na atmosfera do frasco de
cultura podem ser aplicados para aumentar a sobrevivéncia ao transplantio. Brained &
Fuchigami (1981) aumentaram a sobrevivéncia das plantas abrindo as tampas dos
frascos ainda na sala de incubacdo, durante 4 a 5 dias antes do transplantio, submetendo
as plantas a uma umidade relativa de 30 a 40%, bem menor do que a existente quando

os frascos se encontravam vedados. Essa pré-aclimatizacdo resultou numa adaptacao
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mais rapida dos estdmatos do que em plantas transplantadas diretamente para casa de
vegetacéo.

A ventilacdo dos tubos de ensaio induz a mudanca das plantas do estado
heterotrofico para o autotrofico, levando-as a fixar CO; e utiliza-lo para produzir a
energia necessaria ao seu crescimento e desenvolvimento (Arigita et al., 2010). Além
disso, a ventilacdo favorece a absorcdo de nutrientes e garante maiores taxas de
crescimento. Bellintani et al. (2007), trabalhando com a bromélia Orthophytum
mucugense, encontraram maior taxa de sobrevivéncia ap6s 100 dias do transplantio com
plantas provenientes de tubos vedados com algoddo, condi¢cdo que permitia trocas
gasosas, em relacdo as plantas dos tubos vedados hermeticamente com filme de PVC. A
vantagem do selamento com algodao em relacdo ao método de fechamento tradicional
demonstrou que as trocas gasosas entre 0 microambiente in vitro e o ambiente externo
favoreceram o desenvolvimento de adaptacfes contra a perda de agua por transpiracdo
e, consequentemente, reduziram o estresse hidrico durante a fase de aclimatizagdo. O
aumento da taxa de sobrevivéncia de plantas cultivadas em tubos que permitem trocas
gasosas também foi observado para explantes de Phillyrea latifolia apos 14 dias do
transplantio. Contrariamente, as plantas cultivadas em tubos vedados hermeticamente
apresentaram elevado percentual de morte durante a aclimatizacdo (Lucchesini &
Mensuali-Sodi, 2004).

A presenca de sacarose no meio de cultura altera consideravelmente a
bioguimica, a fisiologia e a morfologia das plantas crescidas in vitro, sendo uma fonte
de estresse abiotico para elas. As plantas provenientes da cultura de tecidos apresentam
baixa capacidade fotossintética, um dos maiores problemas durante o processo de
aclimatizacdo, causada pela adicdo de sacarose ao meio de cultivo. Nesse sistema,
denominado fotomixotréfico, as plantas utilizam majoritariamente a sacarose do meio
de cultura como fonte de carbono, mas ao realizarem fotossintese, suprem parte de suas
necessidades fixando o CO, atmosférico. No sistema de cultivo fotoautotrofico, o meio
de cultura ndo é suplementado com carboidratos, sendo a fotossintese a unica fonte de
carbono para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Badr et al., 2011). Alguns
trabalhos apontam beneficios da supressdo ou reducdo da sacarose adicionada ao meio
de cultura sobre diversos parametros do crescimento e desenvolvimento, como
observado em culturas de banana (Nguyen & Kozai, 2001), cana-de-acUcar (Xiao et al.,
2003) e batata (Badr et al., 2011), o que facilita o crescimento autotrofico das plantas
(Rybczynski et al., 2007).
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Além da redugdo da umidade relativa do ar e da diminui¢do da concentracéo de
sacarose no meio de cultura, através da manipulacdo de outras variaveis, como elevagédo
da concentragdo de CO, e da irradiancia, as plantas podem apresentar melhor
desenvolvimento, adquirindo mais rapidamente o metabolismo autotréfico e evitando o
aparecimento das anormalidades que limitam o sucesso da aclimatizacdo (Carvalho &
Amancio, 2002; Zobayed et al., 2004; Fuentes et al., 2005; Pospisilova et al., 2007;
Kozal, 2010; Xiao et al., 2011).

Embora em seu estado fundamental o oxigénio molecular (O;) seja
relativamente ndo reativo, ele é capaz de dar origem a estados excitados reativos e
letais, como os radicais livres e seus derivados, conhecidos como espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs incluem o radical superéxido (O,), o peroxido de
hidrogénio (H20-) e o radical hidroxila (OH"), que s&o formados por meio de reacdes de
transferéncia de elétrons, além da forma fisiologicamente energizada do O, 0 oxigénio
singlet (*O,), continuamente produzido pelo fotossistema Il (PSII) durante a
fotossintese. Em conjunto, essas sdo as EROs mais importantes biologicamente
(Scandalios, 1993; Apel & Hirt, 2004; Carvalho, 2008).

Nas plantas, processos metabolicos normais como a respiracdo e a fotossintese
geram EROs inevitavel e continuamente, principalmente nos cloroplastos, mitocondrias
e peroxissomos (Apel & Hirt, 2004; Blokina & Fagerstedt, 2010). O O," é produzido
comumente em cloroplastos iluminados pela transferéncia ocasional de um elétron de
uma molécula de clorofila excitada ou de um componente do PSI sob condicGes de alta
relacio NADPH/NADP para o oxigénio molecular. Na presenca de ions metalicos como
o ferro, 0 O, e 0 H,O, podem reagir entre si através de uma reacdo conhecida como
“Haber-Weiss”, gerando o radical hidroxila (OH"), que é o mais potente oxidante
conhecido (Bowler et al., 1992; Smirnoff, 1993). Esse radical livre ataca indiscriminada
e rapidamente todas as macromoléculas, acarretando graves danos aos componentes
celulares, lesbes ao DNA e mutacdes, muitas vezes levando a danos metabolicos
irreparaveis e a morte celular (Scandalios, 1993).

As EROs sdo extremamente ativas e citotoxicas para 0s organismos, podendo
reagir com &cidos graxos insaturados e causar a peroxidacdo de lipideos essenciais da
membrana plasmatica ou de organelas intracelulares. Danos peroxidativos a membrana
plasmatica podem levar ao extravasamento do contetdo celular, a rapida desidratacao e
a morte celular. Os danos as membranas intracelulares podem afetar a atividade

respiratdria nas mitocondrias, causar queda no conteldo de pigmentos e perda da
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capacidade de fixagdo de carbono nos cloroplastos. Além disso, pode haver degradacao
de proteinas, inativacdo enzimatica e danos ao DNA (Scandalios, 1993; Cassells &
Curry, 2001; Mgller, 2001; Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004; Mgller et al., 2007,
Batkova et al., 2008; Zhang et al., 2010).

Diversos fatores ambientais podem acarretar desequilibrio entre a producéo de
EROs e 0s mecanismos de desintoxica¢dao, aumentando o acumulo desses componentes
e acarretando estresse oxidativo (Mittler, 2002; Miller et al., 2010; Kibinza et al., 2011).
Dentre eles se destacam a alta intensidade luminosa, exposicdo a radiacdo UV,
salinidade, herbicidas, estresse hidrico, poluicdo do ar, altas ou baixas temperaturas,
estresse mecéanico e cultivo in vitro (Scandalios, 1993; Van Huylenbroeck et al., 2000;
Carvalho et al., 2001; Apel & Hirt, 2004; Agarwal & Shaheen, 2007; Zhang et al.,
2010). Ao longo dos anos, uma vasta literatura tem sido produzida acerca das respostas
adaptativas das plantas aos estresses hidrico e osmatico, abrangendo as modificacbes
anatomicas, fisiolégicas e moleculares, bem como a regulacdo da expressdo génica
desses processos (Bray, 1993; 1997; Smirnoff, 1993; Ingram & Bartels, 1996; Chaves et
al., 2003; 2009; Reddy et al., 2004; Mahajan & Tuteja, 2005; Valliyodan & Nguyen,
2006; Carvalho, 2008).

O estresse hidrico exerce influéncia direta sobre muitos processos bioquimicos e
fisiologicos das plantas. Com a seca, ocorre reducdo do teor relativo de agua e do
potencial hidrico foliares, fechamento progressivo dos estdmatos e reducéo das taxas de
transpiracdo e de assimilacdo de CO,, diminuicdo no volume dos cloroplastos e
consequente acidificacdo do estroma, reducdo nos conteudos e atividades de enzimas
fotossintéticas do ciclo de reducédo do carbono, incluindo a enzima-chave ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), reducdo das taxas de fotossintese liquida e
da taxa de crescimento, havendo também a geracdo de EROs. Todo esse quadro faz do
estresse hidrico um dos fatores mais adversos ao crescimento e a produtividade das
plantas (Reddy et al., 2004; Mahajan & Tuteja, 2005; Trovato et al., 2008; Chaves et
al., 2009; Ishibashi et al., 2011).

Com o objetivo de neutralizar os danos causados pelo estresse hidrico, varios
processos fisiologicos e bioquimicos sdo ativados, dentre eles a producdo ou 0 acimulo
de solutos compativeis (Molinari et al., 2007), substancias que podem acumular em
altas concentragdes no citoplasma celular sem interferir na estrutura ou no metabolismo
da célula (Hoekstra et al., 2001; Mohammadkhani & Heidari, 2008), sendo também

denominados osmolitos compativeis ou osmoprotetores (Reddy et al., 2004). Os solutos
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orgénicos, como diversos aminoacidos e agucares, por exemplo, sdo compativeis com
0s processos celulares e acumulam-se em niveis elevados no citosol em resposta ao
aumento da seca (Evers et al., 2010). A producdo e acumulo de osmdlitos é uma
estratégia utilizada para estabilizar as membranas e manter a conformag&o das proteinas
em condi¢des de baixo potencial hidrico foliar (Reddy et al., 2004).

O aminoé&cido prolina é um dos osmoprotetores mais amplamente acumulados
(Molinari et al., 2007; Sharma et al., 2011), sendo considerado o principal soluto
compativel em Arabidopsis (Xiong & Zhu, 2002). O acumulo de prolina livre é de
fundamental importancia para a adaptacdo e tolerancia de uma grande variedade de
plantas a diferentes condicfes de estresse (Kavi Kishor et al., 1995), como falta de agua,
salinizagdo, altas ou baixas temperaturas, presenca de metais pesados, infecgdo por
patdgenos, anaerobiose, deficiéncia de nutrientes, poluicdo atmosférica e exposicdo a
radiagdo UV (Hare & Cress, 1997). Nessas condicOes, a prolina pode atuar como
mediadora do ajustamento osmatico, estabilizadora de estruturas subcelulares, como
membranas e proteinas, varredora de radicais livres e tampdo redox, bem como um dos
principais constituintes de proteinas da parede celular (Hare & Cress, 1997; Nanjo et
al., 1999; Hoekstra et al., 2001; Molinari et al., 2004; 2007; Reddy et al., 2004;
Verslues & Sharma, 2010; Sharma et al., 2011).

Além do efeito adaptativo direto do acimulo de prolina na neutralizacdo das
consequéncias dos estresses hidrico e osmotico, 0s processos de sintese e degradacao
desse aminoacido tém grande influéncia sobre o metabolismo celular. A falta de dgua
causa aumento na relagio NAD(P)H/NAD(P)* intracelular, a principal medida do
estado redox das células, tendo como consequéncia o decréscimo no conteido de ATP.
A sintese de prolina ¢ acompanhada pela oxidacio do NADH e regeneragdo do NADP™,
uma vez que a prolina atua como molécula de transporte redox. O aumento da taxa de
biossintese da prolina nos cloroplastos durante o estresse pode manter uma baixa razao
NADPH/NADP®, contribuindo para sustentar o fluxo de elétrons entre os centros de
excitacdo fotossintética, estabilizando o equilibrio redox e reduzindo a fotoinibicéo e os
danos ao aparelho fotossintético, mantendo o metabolismo celular proximo da
normalidade (Hare & Cress, 1997; Verbruggen & Hermans, 2008; Szabados & Savouré,
2009; Verslues & Sharma, 2010; Sharma et al., 2011). Apo6s o alivio do estresse, 0
rapido catabolismo da prolina gera equivalentes redutores que suportam a fosforilacao

oxidativa mitocondrial, fornecendo energia para a célula durante a recuperacdo das
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plantas ao estresse (Hare & Cress, 1997; Trovato et al., 2008; Szabados & Savouré,
2009).

Além disso, a atuacdo da prolina como substrato respiratério especializado tem
sido demonstrada em alguns sistemas biologicos (Verslues & Sharma, 2010), o que se
justifica pelo seu alto contetdo energético (30 ATPs por molécula) (Atkinson, 1977,
Mattioli et al., 2009). Recentemente, o acimulo de prolina tem sido apontado como
importante também nos processos de desenvolvimento e florescimento, e o papel desse
aminoacido como metabdlito e como molécula sinalizadora tem ganhado destaque
(Mattioli et al., 2009).

A producéo de grandes quantidades de EROs é uma consequéncia inevitavel da
reducdo fotossintética do oxigénio, levando as plantas a desenvolveram estratégias
eficientes para lidar com o acimulo desses compostos potencialmente tdxicos, que sao
elementos integrais da fotossintese aerdbia (Apel & Hirt, 2004). A desintoxicacdo das
EROs é feita tanto por mecanismos de defesa ndo enziméaticos quanto por mecanismos
enzimaticos (Kibinza et al., 2011). Antioxidantes ndo enzimaticos incluem os principais
tampdes redox celulares, o ascorbato e a glutationa, assim como tocoferol, flavonoides,
alcaloides e carotenoides (Apel & Hirt, 2004). Mecanismos de defesa enzimaticos
incluem enzimas capazes de remover, neutralizar ou varrer radicais livres e seus
intermediarios, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD),
polifenol oxidase (PPO), ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX) e
glutationa redutase (GR), agindo como um dos principais mecanismos de tolerancia ao
estresse oxidativo nas plantas (Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004;
Batkova et al., 2008; Lokhande et al., 2010; Zheng et al., 2010).

O fechamento estomatico resultante de condicdes de estresse hidrico limita a
disponibilidade de CO, para a assimilacdo fotossintética de carbono. Essa condigdo,
associada a alta irradiacdo, leva a producdo excessiva do radical superoxido (O, nos
cloroplastos, o que pode resultar em fotoinibicdo e em danos foto-oxidativos. Os
radicais O, transformam-se espontaneamente em H,0,, porém a reacdo é muito mais
efetiva se for catalisada pela superéxido dismutase (SOD). As SODs,
independentemente de suas origens, sdo metalo-proteinas multiméricas que agem como
primeira linha de defesa contra EROs, transformando o ion superéxido em peréxido de
hidrogénio (Alscher et al., 2002; Grene, 2002; Gupta & Datta, 2003; Shao et al., 2008).
Diferentemente da maioria dos organismos, as plantas possuem multiplos genes

codificando SODs e diferentes isoformas (isozimas) sdo encontradas nos diversos
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compartimentos celulares (cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos), bem como no
citosol e apoplasto (Scandalios, 1993; Apel & Hirt, 2004).

A atividade da SOD leva a producao do peréxido de hidrogénio (H.0,). Dentre
as EROs, o H,O, € muitas vezes considerado o mais critico, pois é estdvel em pH
bioldgico, atravessa membranas e é capaz de causar danos celulares graves devido a
capacidade de geracdo do radical hidroxila (OH") (Bienert et al., 2006), devendo,
portanto, ser rapidamente eliminado do metabolismo (Foyer et al., 1994). O perdxido de
hidrogénio produzido é removido eficientemente por enzimas como a CAT e a POD
(Scandalios, 1993; Wang et al., 2009). A principal enzima varredora de H,O, em
plantas é a CAT, produzindo agua e oxigénio molecular. Trata-se de uma homoproteina
tetramérica, considerada a defesa enzimatica priméria das plantas contra desidratacdo e
estresse osmatico (Sreedhar et al., 2009; Kibinza et al., 2011). Apesar de também ser
encontrada em glioxissomos e mitocondrias (Zhang et al., 2010), a CAT ¢ localizada
principalmente nos peroxissomos (Batkova et al., 2008).

A polifenol oxidase (PPO) é uma oxidase que contém cobre, catalisando a
oxidacdo O,-dependente de catecois em quinonas. Ela pode atuar sinergicamente com a
POD, pois promove sua atividade através da geracdo de H,O, a partir da oxidacdo de
compostos fendlicos. Ambas tém ainda um papel importante na defesa das plantas pela
oxidacdo de compostos fenolicos enddgenos em quinonas, que sdo toxicas para
patdgenos invasores e pragas (Krishna et al., 2008).

O sucesso nos protocolos de micropropagacdo depende, em ultima analise, da
sobrevivéncia das populacdes em condi¢cdes de campo apos a aclimatizacdo. Sem um
procedimento adequado de endurecimento ndo é possivel levar plantas do laboratoério
para o solo e alcangar os beneficios esperados a partir do cultivo in vitro. Segundo Gour
et al. (2007), um dos parametros mais eficientes para a determinacdo do estadio
adequado do endurecimento das plantas durante a aclimatizacdo é o contetdo de
clorofilas. Para esses autores, quando o conteudo de clorofilas em plantas oriundas do
cultivo in vitro alcanca 95% dos valores encontrados em plantas mantidas em ambiente
natural elas podem ser consideradas suficientemente endurecidas para sobreviverem em
condicdes de campo. Jeon et al. (2006) observaram que o teor relativo de agua reduziu
em 50-70% do normal em plantas de uma espécie MAC dois dias ap6s o transplantio,
sendo recuperado, entretanto, com o progresso da aclimatizacdo. Esses autores
verificaram, ainda, que o contetdo de clorofilas aumentou com o incremento da

umidade relativa embora a relacdo clorofila a/b ndo tenha sido alterada.
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Outro grupo de moléculas acumuladas em resposta ao estresse hidrico, que
contribui para a sobrevivéncia das plantas a dessecacdo, é o dos carboidratos (Seki et
al., 2007; Dinakar et al., 2011). Seu metabolismo é tipicamente ajustado para proteger
as plantas contra diversos tipos de estresse (Guy et al., 2008) e diferentes carboidratos
sdo sintetizados pelas plantas em resposta a essas condi¢des, como 0s agucares sollveis,
por exemplo (Peterbauer & Richter, 2001; Mohammadkhani & Heidari, 2008). Em
condi¢des de desidratacdo severa, quando a agua associada as macromoléculas é
removida, 0s aglcares podem substituir a agua perdida. Nessas condi¢des, hd um
controle externo da dindmica das membranas pela interagdo com substancias
citoplasmaticas, como 0s acUcares na superficie da membrana, evidenciando a
importancia dos carboidratos na manutencdo da integridade estrutural celular. Para as
proteinas, 0s aglcares atuam como substitutos da agua, satisfazendo as necessidades de
ligacGes de hidrogénio de grupos polares na superficie das proteinas secas, impedindo a
agregacao e a desnaturacdo proteicas por manterem a conformacéo nativa e a atividade
biologica das proteinas (Hoekstra et al., 2001).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar as atividades de enzimas e de
componentes ndo enzimaticos do metabolismo antioxidativo apds o cultivo in vitro de
plantas de Pitcairnia encholirioides em presenca de diferentes concentracbes de
sacarose, reguladores de crescimento e sistemas de vedacdo, assim como apds
aclimatizacéo e também em condicGes de desidratacéo e posterior reidratacdo, buscando
otimizar as condicBes de cultivo e proporcionar ganhos fisiolégicos para as plantas,
aumentando, consequentemente, a producdo em larga escala e contribuindo para

conservacdo desse importante recurso vegetal ameacado de extingéo.
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3 — Material e Métodos

3.1 — Material vegetal

A espécie estudada no presente trabalho, P. encholirioides, encontrava-se
estabelecida in vitro no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de Botéanica
da UFRJF, sendo proveniente de sementes coletadas em condi¢Bes naturais, mediante
licenca dos 6rgdos reguladores, na cidade do Rio de Janeiro, estado do Rio de Janeiro,
Brasil.

As plantas foram cultivadas em tubos de ensaio de 2,5 cm de diametro por 15
cm de altura, em meios de cultura contendo sais de MS (Murashige & Skoog, 1962)
adicionados de &cido giberélico (GA3) na concentracdo de 10 uM ou de &cido naftaleno
acetico (ANA) na concentragdo de 0,2 puM. Esses fitormonios e as respectivas
concentracdes foram utilizados devido ao fato de, nessas condicdes, as plantas terem
apresentado desenvolvimento superior em estudos anteriores.

Além dos efeitos desses reguladores de crescimento, foram avaliados os efeitos
de duas concentragdes de sacarose, 15 ou 30 g L™, e de dois tipos de vedagdo dos tubos
de ensaio. Foram utilizados dois tipos de tampas de polietileno autoclavaveis: um tipo
que permitiu a ocorréncia de trocas gasosas, que ocorreu através do espaco formado
entre a tampa e o tubo de ensaio devido ao fato de a tampa apresentar ranhuras para a
fixacdo, e outro tipo de tampa, que se ajustou perfeitamente ao tubo de ensaio, nédo
formando espacos, sendo ainda envolvida com filme de PVC esticavel, auto-aderente,
de 15 pm de espessura (Vitaspenser, Goodyear®), vedando hermeticamente o tubo de
ensaio e restringindo, dessa forma, a ventilacdo. Os tubos de ensaio contendo as plantas
foram mantidos em sala de crescimento sob condi¢Ges controladas de temperatura (26
°C + 1 °C), fotoperiodo (16-8 h) e luminosidade (40 pmoles de fotons m? s™)
permanecendo nesse ambiente por 150 dias, quando as plantas foram submetidas a
diferentes analises bioguimicas e transferidas para condicdes ex vitro.

Ap6s a manutencdo das plantas sob condigbes in vitro nos diferentes
tratamentos, elas foram submetidas a aclimatizacdo ex vitro, sendo retiradas dos tubos
de ensaio e tendo suas raizes lavadas em agua corrente, para eliminar quaisquer residuos

dos meios de cultura. As plantas foram entdo transferidas para bandejas de isopor
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(speedlins) com 128 células, preenchidas com substrato Plantmax Hortalicas HT®
(Eucatex) umedecido e cobertas com lamina pléstica transparente, sendo mantidas sob
sombreamento e irrigacdo peridédica. Apds 35 dias nessa condi¢do inicial de
aclimatizacdo, os materiais foram transferidos para casa de vegetacdo, com sistema
automatizado de nebulizacdo por micro-asperséo, sob plastico e sombrite® 75%, onde
permaneceram por 180 dias.

As plantas ap6s aclimatizacdo, provenientes dos tratamentos: a) GAs, com
tampas vedadas com filme de PVC (com restricdo da ventilagdo) e 30 g L™ de sacarose
e b) ANA, com tampas vedadas com filme de PVC e 15 g L™ de sacarose, foram
submetidas a um ensaio de tolerdncia a desidratacdo, permanecendo por 30, 42 ou 54
dias sem irrigacdo, além do grupo controle, que foi mantido sob regime normal de
irrigacdo periodica em casa de vegetacdo. Posteriormente, esses mesmos tratamentos
foram submetidos a reidratacdo, sendo mantidos sob irrigacdo periodica por nebulizacado
automatizada, em casa de vegetacdo coberta com plastico e sombrite 75%, por 90 dias.

Aos 150 dias de cultivo in vitro, apds 180 dias de permanéncia ex vitro em casa
de vegetacdo e também ap0s a realizacdo dos experimentos de tolerancia a desidratacao
e posterior reidratacdo, amostras das plantas de P. encholirioides foram submetidas a
diferentes determinagdes bioquimicas.

As Tabelas 1 e 2 a seguir apresentam um resumo dos esquemas de montagem

dos experimentos.

Tabela 1. Experimentos de cultivo in vitro e aclimatizacao ex vitro de P. encholirioides.

Regulador de Sacarose Tipo de vedacéo Tratamento
crescimento

NV 1
GA; 159 L™ Vv 2
(&cido giberélico) NV 3
30gL™* Vv 4
NV 5
_ ANA 15gL*? Vv 6
(&cido ,nzlalftaleno NV ;
acetico) 30g L v 5

NV = tampas ndo vedadas com plastico filme de PVC; V = tampas vedadas com pléastico filme de PVC
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Tabela 2. Experimentos de desidratacdo e reidratacdo de P. encholirioides™.

Regulfaldor de Sacarose Desidratacéo (dias) Tratamento
crescimento

0 1
GAs 30 2
(4cido giberélico) 30gL* 1 3
54 4
0 5
ANA 30 5
(&cido naftaleno 159 L% 12 7
acético) =2 3

*Reidratacdo: apds desidratacdo, as plantas foram mantidas por 90 dias sob irrigacdo periddica.

2.2 — Andlises bioquimicas

2.2.1 — Obtencdo dos extratos brutos para determinacdo das proteinas

totais, atividades enzimaticas, contetdos de prolina e pigmentos fotossintéticos

Os extratos brutos para as determinacGes dos teores de proteinas totais e das
atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD)
e polifenol oxidase (PPO) foram obtidos pela maceracdo de 0,3 g de massa foliar em
nitrogénio (N,) liquido, seguida da adicdo de 10 mL de meio de homogeneizacédo, da
filtracdo através de quatro camadas de gaze e da centrifugacdo a 10.000 g por 15
minutos, a 4 °C. Para a obtencdo do homogeneizado para a determinacdo do contetido
de prolina, também foram macerados 0,3 g de massa foliar em N, liquido, seguido da
adicdo de 10 mL de meio de homogeneizacéo e filtracdo em papel Whatman n° 2. No
caso dos pigmentos fotossintéticos, foram macerados 0,1 g de massa foliar em N,
liquido, adicionado de 25 mL de solvente de extracdo em baldo volumétrico, apos
filtracdo em papel filtro. Os meios de homogeneizacédo e extracdo foram constituidos de:
1) Tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8 + &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,1 mM + fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM (Peixoto et al., 1999), para as
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enzimas CAT, POD, PPO e SOD; 2) Acido sulfosalicilico 3% (p/v), para o contetido de
prolina (Bates et al., 1973) e 3) Acetona 80% (v/v), para 0s contetdos de pigmentos
fotossintéticos (Lichtenthaler, 1987).

2.2.2 — Determinacao do contetdo de prolina

Para a determinacao do contetdo de prolina, procedeu-se da seguinte forma: em
cada repeticdo dos tratamentos, foi adicionado 2 mL do filtrado + 2 mL de ninhidrina
acida (preparada com 250 mL de uma solucdo composta por 150 mL de acido acético,
100 mL de &cido fosforico 6 M e 6,25 g de ninhidrina (v/v/p)) + 2 mL de acido acético.
A mistura foi, entdo, incubada durante uma hora a 100 °C. Em seguida, o material foi
transferido para banho de gelo. O cromoforo proveniente da reacdo foi extraido com
tolueno, sendo este aspirado da fase aquosa superior ap0s agitacdo em vortex e
separacdo das fases. Em seguida a absorbancia foi lida em espectrofotometro a 520 nm,
sendo o contetdo de prolina determinado por intermédio de uma curva de calibracéo,

utilizando-se solucédo de prolina 1 mM como padrdo (Bates et al., 1973).

2.2.3 — Determinacéo de proteinas totais

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo
método de Lowry et al. (1951) modificado. Os reagentes utilizados foram: A,
constituido de 0,5% (p/v) de CuS0O4.5H,0 em 1% (p/v) de citrato de sodio e B:
composto de 2% (p/v) de Na,CO3 em NaOH 0,1 N. O reagente C foi preparado pela
mistura da proporcdo de 50:1 (v/v) dos reagentes B e A, respectivamente. O reagente D
foi constituido do reagente fenol Folin-Ciocalteau, diluido a 50% (v/v) em é&gua
destilada.

Apos o preparo dos reagentes, utilizou-se 100 pL do extrato enzimatico bruto,
acrescido de 2,5 mL do reagente C. ApdGs agitacdo suave, deixou-se a mistura por 10
minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi feita a adicdo de 0,25 mL do
reagente D, agitando-se a mistura em vortex, deixando-a em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a absorbancia foi lida em espectrofotémetro a 735

nm, sendo o teor de proteinas determinado por intermédio de curva de calibrag&o,
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utilizando ASB (albumina de soro bovino) 1 mg/mL como padréo. Posteriormente, o
teor de proteinas foi utilizado para os célculos das atividades especificas das enzimas
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e polifenol oxidase
(PPO).

2.2.4 — Determinacdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD nos tecidos foi determinada pela metodologia proposta por
Del Longo et al. (1993). A mistura de reacdo constituida de metionina 13 mM, azul de
p-nitro tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 uM, em tampéo de
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, adicionou-se 100 pL do extrato enzimético bruto. A
reacao foi conduzida a 25 °C numa camara de reacdo sob a iluminacdo de uma lampada
fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. A
reacao foi iniciada pela ligagcdo da lampada fluorescente e, apos 4 minutos, interrompida
pelo desligamento da mesma (Giannopolitis & Ries, 1977). A producdo de formazana
azul, resultante da fotorreducdo do NBT, foi medida pela determinacdo do incremento
na absorbancia a 560 nm, subtraido do controle, no qual a mistura de reacao foi mantida
no escuro. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir em 50% a fotorreducéo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

2.2.5 — Determinacéo da atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT nos tecidos foi determinada apds a adi¢do de 100 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de H,O, 12,5 mM em
tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C (Havir & McHale, 1987). A
atividade enzimatica foi determinada pela medicdo do consumo de H,0O,, considerando
0 decréscimo na absorbancia a 240 nm utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de

extingdo molar de 36 M™* cm™ (Anderson et al., 1995).
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2.2.6 — Determinacdo da atividade das enzimas peroxidase (POD, EC
1.11.1.7) e polifenol oxidase (PPO, EC 1.10.3.1, EC 1.10.3.2e EC 1.14.18.1)

As atividades da POD e da PPO foram determinadas pelo método de Kar &
Mishra (1976). Aliquotas de 100 pL do extrato enzimatico bruto foram adicionadas a
4,9 mL de uma mistura de reacdo contendo: tampdo de fosfato de potassio 25 mM, pH
6,8 + pirogalol 20 mM + H,0O, 20 mM (excluido do meio de incubagdo da PPO, no qual
utilizou-se agua destilada). Apds incubacdo da solucdo por um minuto a 25°C, a reagdo
foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de H,SO,4 5% (v/v) e a absorbancia da solucéo,
entdo, lida em espectrofotdmetro a 420 nm, contra o controle, no qual a enzima foi
previamente inativada pela adi¢do de 0,5 mL de H,SO4 5% (v/v). As atividades da POD
e da PPO foram determinadas pela medi¢do da quantidade de purpurogalina formada,
utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™
(Chance & Maehley, 1955).

2.2.7 — Composicao de pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotenoides totais foram
determinados pela metodologia proposta por Lichtenthaler (1987), utilizando-se, para 0s

calculos, as leituras das absorbancias a 663, 647 e 470 nm.

2.2.8 — Teores de carboidratos

Nos ensaios de tolerancia a desidratacdo e posterior reidratacdo, além dos
parametros bioquimicos anteriores, também foram determinados os teores de algumas

classes de carboidratos.

a) Determinacdo do teor de sacarose
O teor de sacarose foi determinado pela metodologia de Van Handel (1968),
modificada. Foram pesados 0,1 g de massa foliar fresca, homogeneizados em 4,5 mL da

mistura MCA (metanol, cloroférmio e agua; 12:5:3 v/v/v) e centrifugados a 3.500 g, por
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30 minutos, a 4 °C. A extracdo foi repetida duas vezes para o residuo, os sobrenadantes
reunidos e seu volume final determinado. A cada 2 mL do sobrenadante foram
adicionados 0,5 mL de cloroférmio e 0,75 mL de &gua destilada. Apds agitacdo
vigorosa e centrifugacdo da mistura (3.000 g, por 10 minutos, a 4 °C), a fracdo aquosa
metandlica (superior) foi coletada e incubada a 35 °C, por 40 minutos, para a
evaporacdo do cloroférmio residual. Do extrato resultante, uma aliquota de 0,1 mL foi
utilizada nas andlises, iniciadas pela adicdo de 0,1 mL de KOH 30% e incubacéo a 100
°C, por 10 minutos. Apds resfriamento, 3 mL de antrona 0,2% (p/v) em H,SO,
concentrado foram adicionados e as amostras incubadas a 40 °C, por 20 minutos. Apés
o resfriamento, a absorbancia das amostras foi lida a 620 nm em espectrofotdmetro. A
partir de uma curva padréo de sacarose, os resultados foram calculados e expressos em

mg de sacarose g™ de MF.

b) Determinac&o do teor de carboidratos solGveis totais

O teor de carboidratos soluveis totais nos tecidos foi obtido pelo método de
Dubois et al. (1956). Foram pesados 0,1 g de massa foliar fresca, colocados em tubos de
ensaio de 15 mL e homogeneizados com 5 mL de agua destilada e mantidos em banho-
maria por 30 minutos a 100 °C. Os tubos de ensaio foram retirados do banho-maria e
levados para extracdo das amostras através da centrifugacdo a 190 g durante 10 minutos.
Dos sobrenadantes coletados, retirou-se uma aliquota de 100 pL adicionada de 400 uL
de H,O destilada em tubos de ensaio, sendo submetidas a agitacdo vigorosa e
homogeneizacdo em vortex. Depois, foram adicionados 0,5 mL de fenol 5% (p/v) e
novamente agitados em vortex. Posteriormente, foi adicionado uniformemente, de uma
Unica vez, no centro de cada tubo, 2,5 mL de H,SO, concentrado. Em seguida, os tubos
foram agitados novamente e colocados na bancada para repouso por 20 minutos. A
leitura foi feita em espectrofotémetro a 490 nm, tendo como controle dgua destilada (em
substituicdo ao extrato) + reagentes adicionados na proporcdo de 0,5 mL de agua
destilada, 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de H,SO,. Para o céalculo do teor de
carboidratos soluveis totais utilizou-se uma curva-padrdo de glicose e os resultados

foram expressos em mg de glicose g™ de MF.
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c) Determinacéo do teor de amido

Para a determinacdo do teor de amido nos tecidos o método utilizado foi o de
Dubois et al. (1956). Foi realizada uma extracdo etandlica de 0,1 g de massa foliar
fresca em 5,0 mL de etanol 80% (v/v) por 30 minutos a 80 °C e depois uma nova
extragdo com 5,0 mL de &cido perclérico (HCIO4) 30% (v/v) por 30 minutos a 25 °C. A
primeira e a segunda extracdo foram combinadas e centrifugadas a 760 g por 10 minutos
e 0s sobrenadantes coletados. Os sobrenadantes de cada extracdo foram unidos e o
volume aferido para 10 mL com &agua destilada para obtencdo do extrato total. Nos
tubos de ensaio foram colocados 100 uL. do sobrenadante e 400 puLL de H,O destilada e,
entdo, submetidos a agitacdo em vortex. Apos esse procedimento, foram adicionados
0,5 mL de fenol 5% e nova agitacdo em vértex foi realizada. Logo ap6és, foi adicionado
uniformemente no centro de cada tubo 2,5 mL de H,SO,4 concentrado e mais uma vez 0s
tubos foram agitados em vortex. A leitura foi realizada apos 20 minutos de repouso em
espectrofotémetro ajustado a 490 nm. Para o calculo do teor de amido utilizou-se uma

curva-padrdo de glicose sendo os resultados expressos em mg de glicose g™ de MF.

d) Determinacéo do teor de agucares redutores

O teor de acgucares redutores foi determinado pela diferenca entre os teores de

CST e sacarose. Os resultados foram expressos em mg de glicose g™ de MF.

2.3 — Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos envolvendo cada um dos diferentes meios de cultura contendo
GA; ou ANA foram conduzidos em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
com nove repeticBes, no esquema experimental fatorial 2 x 2 (concentracdo de sacarose
15 g x concentracdo de sacarose 30 g; tampas ndo vedadas x tampas vedadas com
plastico filme de PVC), totalizando 4 tratamentos para cada regulador de crescimento.

Nos experimentos de tolerancia a desidratacdo e de reidratacdo foram testados dois
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tratamentos, variando-se a origem das plantas em funcdo da concentragdo de sacarose,
15 0u 30 g L™ e do regulador de crescimento utilizado durante o cultivo in vitro.

Os dados obtidos foram transformados pela +/x e submetidos & anélise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

(Gomes, 1982). As andlises foram realizadas utilizando-se o programa SAEG, versdo
5.0.
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3 — Resultados

As plantas de P. encholirioides (Figura 1) apresentaram bom desenvolvimento
vegetativo ap6s aclimatizacdo ex vitro. Sob condicGes de cultivo in vitro, houve melhor
desenvolvimento e crescimento das plantas nos tratamentos contendo ANA, nos tubos
ndo vedados com filme de PVC, correspondentes aos tratamentos 5 e 7 (Figura 2).
Durante a aclimatizacgdo, visualmente, todas as plantas apresentaram desenvolvimento

similar.

Figura 1. Habito de crescimento vegetativo de plantas de Pitcairnia
encholirioides aclimatizadas em casa de vegetacao
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Durante o periodo de permanéncia in vitro foram observadas perdas elevadas
devido a senescéncia das plantas. O percentual de mortalidade das plantas apds 150 dias
de cultivo in vitro é apresentado na Figura 3. Durante a aclimatizacdo em casa de
vegetacdo as perdas foram significativamente menores, com média de 11,3%, variando
entre 2,5% e 34,8% (Figura 4).

Figura 2. Plantas de Pitcairnia encholirioides obtidas apds 150 dias de cultivo in vitro em meio com
diferentes reguladores de crescimento, concentracdes de sacarose e tipos de vedagdo dos tubos de ensaio.
Tratamentos: 1) 10 pM GAg, 15 g L™ de sacarose, tampas néo vedadas; 2) 10 uM GAg, 15 g L™ de
sacarose, tampas vedadas; 3) 10 pM GA;, 30 g L™ de sacarose, tampas néo vedadas; 4) 10 pM GA;, 30 g
L de sacarose, tampas vedadas; 5) 0,2 uM ANA, 15 g L™ de sacarose, tampas néo vedadas; 6) 0,2 pM
ANA, 15 g L™ de sacarose, tampas vedadas; 7) 0,2 uM ANA, 30 g L™ de sacarose, tampas ndo vedadas e
8) 0,2 uM ANA, 30 g L™ de sacarose, tampas vedadas.
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Figura 3. Percentual total de mortalidade de plantas de Pitcairnia encholirioides apds 150 dias de cultivo
in vitro na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L™) e sob dois tipos
de vedacdo (ndo vedado — NV ou vedado — V).
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Figura 4. Plantas de Pitcairnia encholirioides em casa de vegetacdo apds 50 dias do inicio da
aclimatizagdo ex vitro. Os tratamentos de origem foram: 1) 10 uM GA,, 15 g L™ de sacarose, tampas ndo
vedadas; 2) 10 pM GA,, 15 g L™ de sacarose, tampas vedadas; 3) 10 uM GAg, 30 g L™ de sacarose,
tampas ndo vedadas; 4) 10 pM GA;, 30 g L™ de sacarose, tampas vedadas; 5) 0,2 uM ANA, 15 g L™ de
sacarose, tampas ndo vedadas; 6) 0,2 uM ANA, 15 g L™ de sacarose, tampas vedadas; 7) 0,2 uM ANA,
30 g L™ de sacarose, tampas néo vedadas e 8) 0,2 uM ANA, 30 g L™ de sacarose, tampas vedadas.
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3.1 — Analises bioquimicas das plantas mantidas in vitro e ap0s

aclimatizacéo ex vitro em casa de vegetacdo

3.1.1 — Prolina

Nos tecidos provenientes de plantas mantidas in vitro, os teores de prolina
apresentaram comportamentos distintos em resposta aos reguladores de crescimento
adicionados aos meios de cultura. Para GAs, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as duas concentracGes de sacarose, independentemente do tipo de
vedacgédo utilizada, embora os valores tenham sido menores nos meios de cultura
adicionados de 30 g L™ (Figura 5). Em relac&o & auxina, diferencas significativas foram
encontradas, com maiores teores de prolina sendo observados em tecidos cultivados na
maior concentragdo de sacarose. Nas plantas mantidas em tubos de ensaio
hermeticamente vedados, houve maior acimulo de prolina, aproximadamente 32%, no
meio com 30 g L™ de sacarose em relacdo ao meio de cultura contendo a menor
concentracdo desse carboidrato. Nos tecidos provenientes de tubos ndo vedados os
teores de prolina foram 16% maiores no meio adicionado da maior concentracdo de
sacarose.

Comparando-se os efeitos do tipo de vedacdo dos tubos de ensaio, percebeu-se
uma reducdo significativa nos teores de prolina nas plantas mantidas em tubos
hermeticamente vedados, em comparacdo aos ndo vedados, apenas nos meios de cultura
em que GA; foi adicionado. Na menor concentracdo de sacarose, o conteudo de prolina
foi 15% menor e na presenca de 30 g L™ de sacarose, 17,8% menor. Na presenca de
ANA, ndo foram encontradas diferencas entre os teores de prolina nos tecidos das
plantas mantidas em tubos ndo vedados e vedados, em meio suplementado com 15 g L™
de sacarose, embora os valores encontrados tenham sido maiores nos materiais
provenientes de tubos hermeticamente vedados. Na presenca de 30 g L™ de sacarose, o
teor de prolina foi aproximadamente 24,1% maior nos tecidos provenientes de tubos
vedados em comparacdo aos nao vedados, sendo esta diferenca estatisticamente

significativa.
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Figura 5. Teores de prolina em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides cultivados in vitro durante
150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L) e sob dois
tipos de vedagdo (ndo vedado ou vedado — NV e V), e 180 dias apds aclimatizacdo ex vitro. Em cada
regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por letras mailsculas comparam os
efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas identificadas por letras
mindsculas comparam os efeitos do tipo de vedacéo utilizado in vitro em cada concentracdo de sacarose.
As colunas identificadas pelas mesmas letras mailsculas ou minUsculas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Resultados ligeiramente diferentes foram encontrados nos materiais

aclimatizados. Independentemente do regulador de crescimento adicionado, ndo foram
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encontradas diferencas significativas no contetdo de prolina entre as plantas cultivadas
previamente em meios de cultura contendo as duas concentragdes de sacarose utilizadas,
embora os resultados tenham sido menores na maior concentragdo de sacarose para GAs

e para ANA tenha ocorrido exatamente o contrario.

3.1.2 — Proteinas totais

Na primeira andlise, realizada ap6s o periodo de 150 dias de permanéncia das
plantas in vitro, os teores de proteinas totais foram maiores nos tecidos provenientes de
plantas cultivadas na maior concentracdo de sacarose (30 g L™), embora tenha havido
diferencas significativas somente nos materiais mantidos em tubos vedados,
independentemente dos reguladores de crescimento utilizados (Figura 6). Nos materiais
mantidos em tubos de ensaio ndo vedados, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre 0s contelddos de proteinas totais nos tecidos cultivados nas diferentes
concentragdes de sacarose.

Com relacdo ao tipo de vedagdo utilizado, o teor de proteinas totais foi
significativamente menor nos tecidos mantidos em tubos vedados, em comparacdo com
0s ndo vedados, independentemente do regulador de crescimento e da concentracdo de
sacarose utilizada. As maiores diferengas ocorreram nos materiais provenientes dos
meios de cultura contendo ANA, com valores 25,4 e 47,6% menores, respectivamente,
para a maior e a menor concentracdo de sacarose.

Na andlise realizada ap6s um periodo de 180 dias de aclimatizacdo ex vitro, 0s
resultados encontrados foram diferentes dos obtidos nos materiais mantidos in vitro.
Maiores teores de proteinas totais foram encontrados nas plantas provenientes dos
meios adicionados de 15 g L™ de sacarose, em presenca de GAs. Embora os resultados
ndo tenham sido estatisticamente diferentes, nas plantas provenientes de meios de
cultura contendo ANA observou-se o contrario, com maior acimulo de proteinas em

resposta & maior concentracdo de sacarose.
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Figura 6. Teores de proteinas totais em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides cultivados in vitro
durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L) e sob
dois tipos de vedacdo (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias apds aclimatizacdo ex vitro. Em
cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por letras maidsculas comparam
os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas identificadas por letras
mindsculas comparam os efeitos do tipo de vedacdo utilizado in vitro em cada concentracdo de sacarose.
As colunas identificadas pelas mesmas letras maiusculas ou mindsculas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em comparacdo ao material mantido in vitro, exceto para 0s materiais

provenientes dos tratamentos que utilizaram tampas ndo vedadas e ANA, todos o0s
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demais apresentaram tendéncia de aumento no teor de proteinas apds o periodo de

aclimatizagéo ex vitro.

3.1.3 — Enzimas do metabolismo antioxidativo (superoxido dismutase,

catalase, peroxidase e polifenol oxidase)

a) Superoxido dismutase (SOD)

No experimento realizado com as plantas mantidas in vitro, a atividade da SOD
foi significativamente menor nos tecidos provenientes de meios de cultura contendo a
maior concentracdo de sacarose, independentemente do regulador de crescimento e do
tipo de vedacéo utilizados (Figura 7). As maiores diferencas na atividade enzimatica
ocorreram nos materiais oriundos de frascos contendo GA; e ndo vedados
hermeticamente, e nos materiais contendo ANA e hermeticamente vedados, sendo
aproximadamente 37,8% menor em ambos os tratamentos. Diferencas significativas
entre materiais provenientes de tubos ndo vedados e hermeticamente vedados foram
encontradas somente em tecidos mantidos em meio contendo GAs e 30 g L™ de sacarose
e também em meio contendo ANA e 15 g L™ de sacarose, com maiores atividades da
SOD nas plantas oriundas dos tubos vedados, com valores, em média, 36,8% maiores.

Embora a atividade da SOD tenha sido maior nos meios com 30 g L™ de
sacarose, independentemente do regulador de crescimento e do tipo de vedacdo
utilizados, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre o0s
resultados nas andlises realizadas com tecidos de plantas aclimatizadas.

Para a SOD ndo se observou um padrdo definido de aumento ou reducdo da
atividade enzimaética nos materiais aclimatizados, em comparacao as plantas mantidas in

vitro.
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Figura 7. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em tecidos foliares de Pitcairnia
encholirioides cultivados in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracoes
de sacarose (15 ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacio (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias
apos aclimatizacdo ex vitro. Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas
por letras mailsculas comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as
colunas identificadas por letras mindsculas comparam os efeitos do tipo de vedacéo utilizado in vitro em
cada concentracdo de sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras maidsculas ou minusculas
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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b) Catalase (CAT)

Na anélise realizada com as plantas mantidas in vitro, a atividade da catalase
(CAT) foi significativamente menor nos tecidos provenientes de plantas cultivadas em
meios de cultura adicionados de 30 g L™ de sacarose, independentemente do regulador
de crescimento e do tipo de vedacdo utilizado (Figura 8). As maiores diferencas foram
observadas nos tecidos mantidos em meio contendo ANA e nos tubos hermeticamente
vedados, nos quais a atividade enzimatica foi 29,3% menor nos materiais mantidos em
meio com 30 g L™ de sacarose, em comparacdo aos materiais cultivados em meio
adicionado de 15g L™.

Para 0s materiais mantidos em meios em que o GAjz foi adicionado,
independentemente da concentragdo de sacarose utilizada, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre aqueles provenientes dos tubos ndo vedados e dos
hermeticamente vedados. O mesmo n&o foi observado nos tecidos mantidos em meios
contendo ANA, nos quais se verificou maior contetdo de perdxido consumido nos
tubos hermeticamente vedados, o que € indicativo da maior atividade da catalase, em
comparagdo aos materiais mantidos em tubos que permitiam trocas gasosas,
independentemente da concentracdo de sacarose adicionada aos meios de cultura.

Os resultados da andlise realizada nos materiais aclimatizados ex vitro
evidenciaram que em meio de cultura contendo ANA, independentemente do tipo de
vedacdo, a atividade da CAT foi significativamente menor nos tecidos mantidos
anteriormente em meios de cultivo com a maior concentracdo de sacarose, em relacéo
aos tecidos cultivados in vitro com 15 g L™. Para os materiais oriundos dos tratamentos
contendo GAs, houve maior atividade enzimatica nos tecidos cultivados na maior
concentracdo de sacarose, embora resultados significativos tenham sido encontrados
somente nos materiais vedados.

As atividades da catalase nos materiais aclimatizados foram sempre maiores do
que as observados nos materiais mantidos in vitro, com destaque para os cultivados em
meios contendo GAs, em tubos hermeticamente vedados e na maior concentracdo de

sacarose, nos quais a atividade enzimatica foi 213,4% maior.
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Figura 8. Atividade da enzima catalase (CAT) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides cultivados
in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L
1) e sob dois tipos de vedacdo (n4o vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias apds aclimatizaco ex vitro.
Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por letras maiusculas
comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas identificadas por
letras minusculas comparam os efeitos do tipo de vedagdo utilizado in vitro em cada concentragdo de
sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras mailsculas ou mindsculas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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c) Peroxidase (POD)

In vitro, a atividade da peroxidase (POD) foi maior nas plantas provenientes de
tubos nos quais foram adicionados 30 g L™ de sacarose (Figura 9). Somente nos
tratamentos contendo ANA e nos tubos vedados é que as diferencas nas atividades
enzimaticas ndo foram significativas. De maneira geral, o tipo de vedacdo ndo
influenciou a atividade da POD, sendo Unica exce¢do o tratamento contendo ANA, na
maior concentracdo de sacarose, com atividade enzimética significativamente menor
nos tubos vedados.

Nos materiais aclimatizados, o padrdo observado para os dois reguladores de
crescimento utilizados ndo foi o mesmo. Para GAj;, somente as plantas cultivadas
anteriormente em tubos de ensaio ndo vedados apresentaram atividades enzimaticas
significativamente maiores em presenca de 30 g L™ de sacarose, aproximadamente
20%. Para ANA, no entanto, os valores da atividade da POD foram 34,3% menores nos
tecidos cultivados previamente na maior concentracdo de sacarose.

Assim como observado para a CAT, a POD também apresentou maiores
atividades nos materiais aclimatizados, com destaque para as plantas provenientes dos

tratamentos nos quais 0 ANA foi adicionado in vitro.

d) Polifenol oxidase (PPO)

Na analise realizada com tecidos provenientes de plantas mantidas in vitro, a
atividade da polifenol oxidase (PPO) apresentou resultados estatisticamente diferentes
entre as duas concentracGes de sacarose utilizadas somente nos materiais cultivados em
meio contendo ANA, ndo sendo encontradas diferencas em meio contendo GAs,
independentemente do tipo de vedacdo utilizado (Figura 10). Porém, na comparacao
entre os dois tipos de vedacdo, considerando cada concentracdo de sacarose, a atividade
enzimatica foi sempre menor nos tecidos provenientes de tubos de ensaio vedados, em
comparacdo aos ndo vedados. Ja no material aclimatizado, houve menor atividade dessa
enzima nos materiais provenientes dos tubos contendo 30 g L™ de sacarose,
independentemente do regulador de crescimento e do tipo de vedacdo utilizados. Porém,

resultados significativos somente foram encontrados nos tecidos provenientes de plantas
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mantidas anteriormente em tubos hermeticamente vedados e cultivadas in vitro na

presenca de ANA.
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Figura 9. Atividade da enzima peroxidase (POD) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
cultivados in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracfes de sacarose (15
ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacdo (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias ap6s
aclimatizacdo ex vitro. Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por
letras mailsculas comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas
identificadas por letras minusculas comparam os efeitos do tipo de vedag¢do utilizado in vitro em cada
concentracdo de sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras mailsculas ou mindsculas ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 10. Atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
cultivados in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracfes de sacarose (15
ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacdo (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias ap6s
aclimatizacdo ex vitro. Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por
letras mailsculas comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas
identificadas por letras minusculas comparam os efeitos do tipo de vedagdo utilizado in vitro em cada
concentracdo de sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras mailsculas ou mindsculas ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A atividade da PPO também foi maior nos tecidos das plantas aclimatizadas, em

comparagdo aos tecidos provenientes de plantas mantidas in vitro. Vale ressaltar que as
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maiores diferengas foram observadas nos materiais provenientes de meios
suplementados com ANA, principalmente nos materiais oriundos de tubos
hermeticamente vedados, com aumentos na atividade enzimatica das plantas
aclimatizadas em relagdo as plantas mantidas in vitro, de 264,5% e 310% para tecidos
mantidos em meios contendo 15 e 30 g L™ de sacarose, respectivamente.

3.1.4 — Pigmentos

a) Teores de clorofila a e clorofila b

Com relacdo aos teores de clorofilas acumuladas nos tecidos das plantas
mantidas in vitro, comportamentos similares foram observados para as clorofilas a e b
(Figura 11).

Foram encontrados maiores teores de clorofilas a e b nos tecidos provenientes
dos tratamentos contendo a maior concentragdo de sacarose somente naqueles
suplementados com GAs, embora as diferencas tenham sido significativas somente nos
tecidos provenientes dos tubos de ensaio que ndo permitiam trocas gasosas, com
contetdos 82% e 96% maiores de clorofila a e clorofila b, respectivamente.

Em contraste, nos meios contendo ANA, foram encontrados teores de clorofilas
a e b significativamente menores nos tecidos provenientes dos meios de cultura
contendo 30 g L™ de sacarose, independentemente do tipo de vedacdo utilizado. As
maiores diferencas para clorofila a ocorreram nos tecidos de plantas mantidas em tubos
ndo vedados, e para clorofila b em tubos hermeticamente vedados, ambos com teores
40% menores em relacdo ao meio com a menor concentragdo de sacarose.

Considerando os efeitos do tipo de vedacdo, diferencas significativas foram
observadas em resposta ao GA3z somente em materiais provenientes de meios de cultura
suplementados com 15 g L™ de sacarose para clorofila a, com valores 26,4% menores, e
na presenca de 30 g L™ de sacarose para clorofila b, com valores 40% maiores, ambos
em tecidos provenientes dos tubos fechados com tampas que impediam a realizacdo de

trocas gasosas. Por sua vez, para 0 ANA, resultados mais uniformes foram encontrados.
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Figura 11. Teores de clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
cultivados in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas concentracfes de sacarose (15
ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacdo (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias ap6s
aclimatizacdo ex vitro. Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas identificadas por
letras mailsculas comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas
identificadas por letras minusculas comparam os efeitos do tipo de vedagdo utilizado in vitro em cada
concentracdo de sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras mailsculas ou mindsculas ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os teores das clorofilas a e b foram significativamente menores nos materiais

provenientes de tubos hermeticamente vedados, independentemente da concentracdo de
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sacarose utilizada. Vale ressaltar que as maiores diferengas foram observadas em
tecidos provenientes de frascos contendo 15 g L™ de sacarose, para clorofila a (56,7%
menor), e com 30 g L™ de sacarose, para clorofila b (38% menor).

Na analise realizada com plantas aclimatizadas, os resultados ndo evidenciaram
diferencas significativas entre os materiais, independentemente da concentracdo de
sacarose, do tipo de vedacéo e do regulador de crescimento utilizados.

Apesar de ndo terem sido realizadas andlises estatisticas comparando-se 0s
materiais mantidos in vitro com os ja aclimatizados, foi evidente a reducdo no contetdo
de clorofilas nos tecidos das plantas ap6s a transferéncia para condi¢fes ex vitro,
especialmente nos materiais provenientes de meios de cultura suplementados com GAs.
Na presenca de ANA, a tendéncia de reducéo foi menor, havendo, inclusive, aumentos
nos teores de clorofila a nos materiais provenientes dos tubos vedados,

independentemente da concentragdo de sacarose utilizada.

b) Teores de clorofilas totais e carotenoides totais

Os resultados encontrados para os teores de clorofilas e carotenoides totais
foram bastante similares aqueles obtidos para as clorofilas a e b, com ligeiras
diferencas. Tanto para clorofilas quanto para carotenoides totais, nos materiais mantidos
em meio contendo GAg, teores significativamente maiores desses pigmentos foram
observados somente nos tecidos provenientes de plantas mantidas em frascos
hermeticamente vedados e na maior concentracdo de sacarose, quando comparado com
tecidos cultivados em meios nos quais esse carboidrato foi adicionado a 15 g L™ (Figura
12). Ainda na presenca de GA3z, comparando-se os efeitos do tipo de vedacdo, houve
diferencas significativas somente nos materiais oriundos de meios adicionados de 15 ¢
L? de sacarose, com valores 26,4 e 28,5% menores, respectivamente, nos teores de

clorofilas e carotenoides totais.
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Figura 12. Teores de clorofilas (Cl Totais) e carotenoides totais (Carot Totais) em tecidos foliares de
Pitcairnia encholirioides cultivados in vitro durante 150 dias na presenca de GA; ou ANA, em duas
concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L™) e sob dois tipos de vedacéo (ndo vedado ou vedado — NV ou
V), e 180 dias apds aclimatizacdo ex vitro. Em cada regulador de crescimento (GA; ou ANA), as colunas
identificadas por letras mailsculas comparam os efeitos da concentracdo de sacarose em cada tipo de
vedacdo, e as colunas identificadas por letras minGsculas comparam os efeitos do tipo de vedacdo
utilizado in vitro em cada concentracdo de sacarose. As colunas identificadas pelas mesmas letras
maiusculas ou minusculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Para 0 ANA, os efeitos das diferentes concentragdes de sacarose e dos tipos de

vedacgdo foram similares aos observados para as clorofilas a e b, apresentando teores
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mais reduzidos nos materiais cultivados na presenca da maior concentracdo de sacarose,
em cada tipo de vedacdo, assim como naqueles provenientes de tubos hermeticamente
vedados, em cada concentracdo de sacarose adicionada aos meios de cultura. As
diferencas observadas foram todas significativas, com destaque para os menores valores
nos teores de clorofilas totais (45,2%) e de carotenoides totais (50%), ambos em
materiais provenientes de tubos vedados e na maior concentracdo de sacarose.

Assim como observado para os teores de clorofilas a e b, nas analises realizadas
com plantas aclimatizadas, os resultados dos teores de clorofilas e carotenoides totais
ndo diferiram estatisticamente, tanto para a concentracdo de sacarose quanto para o tipo
de vedacéo.

Também foi notavel a reducdo nos teores de pigmentos totais no material
aclimatizado em relacdo ao cultivado in vitro, especialmente naqueles provenientes de
meios de cultura contendo GAs, em frascos vedados e na maior concentracdo de
sacarose, alcancando valores 71,4% menores nos teores de carotenoides totais e 76,6%

menores nos teores de clorofilas totais.

c) Relagdes clorofila a/clorofila b e clorofilas totais/carotenoides totais

A analise realizada com tecidos de plantas mantidas in vitro evidenciou efeitos
significativos na relacdo clorofila a/clorofila b (Cla/Clb) somente naqueles materiais
mantidos em presenca de ANA, com valores 20 e 12,8% menores na concentracao de 30
g L™ de sacarose, respectivamente para tecidos provenientes de tubos ndo vedados e
hermeticamente vedados (Figura 13). Quando foram comparados os efeitos do tipo de
tampa dos frascos de cultivo in vitro, 0s materiais provenientes de tubos vedados
apresentaram maior relacdo Cla/Clb, com média de 2,04. Os resultados ndo diferiram
nos materiais mantidos em meios de cultura contendo GAs, independentemente da

concentracdo de sacarose e do tipo de vedacdo utilizados.
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Figura 13. Relacdo entre clorofilas a e b (Cla/Clb) e entre clorofilas e carotenoides totais (Cl
Totais/Carot) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides cultivados in vitro durante 150 dias na
presenca de GA; ou ANA, em duas concentracdes de sacarose (15 ou 30 g L™) e sob dois tipos de
vedacdo (ndo vedado ou vedado — NV ou V), e 180 dias apds aclimatizagdo ex vitro. Em cada regulador
de crescimento (GAs; ou ANA), as colunas identificadas por letras mailsculas comparam os efeitos da
concentracdo de sacarose em cada tipo de vedacdo, e as colunas identificadas por letras mindsculas
comparam os efeitos do tipo de vedagdo utilizado in vitro em cada concentragdo de sacarose. As colunas
identificadas pelas mesmas letras maitsculas ou mindsculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Uma resposta ligeiramente diferente foi observada para a relacdo entre clorofilas

totais/carotenoides totais (Cl Totais/Carot). Tecidos mantidos em meio contendo 30 gL*
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de sacarose e na presenca de ANA apresentaram valores 5,8% menores para essa
relacdo quando provenientes de tubos de ensaio ndo vedados, ndo havendo, contudo,
diferencas nos vedados. Ja com relacéo a vedacgdo, valores menores foram encontrados
em resposta a maior concentracdo de sacarose nos tecidos provenientes de tubos nédo
vedados. Por outro lado, para materiais mantidos em presenca de GAs, 0s resultados néo
diferiram em resposta a concentracdo de sacarose, embora nos tecidos provenientes de
plantas mantidas em meio de cultura contendo a maior concentragdo de sacarose a
relacdo Cl Totais/Carot tenha sido menor nos tubos ndo vedados em comparagdo aos
que ndo permitiam trocas gasosas.

A mesma uniformidade dos dados observada nas quantificacGes dos contetdos
das clorofilas a, b e totais e dos carotenoides totais, nas andlises realizadas com
materiais aclimatizados ex vitro, também foi observada para as relacbes Cla/Clb e CI
Totais/Carot. Nao foram encontradas diferencas significativas nessas relagdes nos
materiais provenientes de meios de cultura em que o GAs foi utilizado. As Unicas
diferencas significativas foram observadas para a relagdo Cla/Clb em materiais
provenientes de meios de cultura suplementados com ANA, com valores 22,4% maiores
naqueles mantidos em meios adicionados de 30 g L™ de sacarose, em tubos n&o
vedados.

De maneira geral, as relacbes Cla/Clb foram, em média, 30,2% menores nos
materiais apos 180 dias de aclimatizacdo, em relacdo aos mantidos in vitro, ocorrendo
exatamente o contrario com as relagcdes Cl Totais/Carot, que apresentaram aumentos de
17 até 79,1% nos materiais aclimatizados, especialmente naqueles provenientes de

meios contendo ANA.

3.2 — Analises bioguimicas das plantas submetidas a desidratacéo

progressiva e posterior reidratacdo

As plantas utilizadas nos experimentos de desidratacdo e de reidratacdo foram
procedentes de cultivos in vitro em meios de cultura contendo GAs e 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ de sacarose, ambos provenientes de tubos de ensaio
hermeticamente vedados, correspondendo aos tratamentos 4 e 6 da fase de

micropropagacdo. Esses tratamentos foram selecionados em funcdo da maior
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disponibilidade de individuos vidveis apds o periodo de aclimatizacdo, assim como do
melhor desenvolvimento apresentado por eles (Figura 14).

As plantas aclimatizadas procedentes desses dois tratamentos foram, entdo,
submetidas a intervalos crescentes de desidratagcdo: 0, 30, 42 e 54 dias sem irrigacao
(Figura 15). Posteriormente, todas as plantas retornaram para casa de vegetacédo, sendo,

entdo, reidratadas sob irrigagdo periodica, durante 90 dias (Figura 16).

Figura 14. Plantas de Pitcairnia encholirioides em aclimatizacao, cultivadas in vitro na
presenca de 10 UM GA;, 30 g L™ de sacarose, tampas vedadas (4) e 0,2 uM ANA, 15 g
L de sacarose, tampas vedadas (6).

3.2.1 - Prolina

Nos materiais submetidos a desidratacdo, os contetdos de prolina apresentaram
comportamentos especificos em resposta ao prolongamento do estresse e da procedéncia
das plantas utilizadas no ensaio. Houve acumulo significativo desse aminoacido
somente nos materiais cultivados anteriormente em meios de cultura contendo 30 g L™
de sacarose e GA;. Apesar de ter havido uma tendéncia de acimulo de prolina nos
materiais provenientes de meios contendo 15 g L™ de sacarose e ANA, ndo foram
encontradas diferencas significativas nos resultados com o prolongamento do tempo de
desidratacdo (Figura 17). Percebeu-se, portanto, que o aumento no contetdo de prolina
ocorreu somente nos materiais submetidos a desidratacdo que anteriormente foram
mantidos in vitro na concentragdo mais elevada de sacarose e em presenca de GAs.
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Figura 15. Plantas de Pitcairnia encholirioides submetidas a desidratacéo progressiva. Os nimeros 1 a
4 correspondem a plantas provenientes de tratamentos in vitro com 30 g L™ de sacarose e GA; e 0s
nimeros 5 a 8, plantas cultivadas em meio com 15 g L™ de sacarose e ANA. Tratamentos: 1 e 5)
mantido sob irrigacéo periddica; 2 e 6) 30 dias sem irrigacdo; 3 e 7) 42 dias sem irrigacdo; 4 e 8) 54 dias
sem irrigacéo.

!

Apesar de ndo terem sido realizadas analises estatisticas comparando 0s
tratamentos com a maior e a menor concentracdo de sacarose, foi interessante notar que

0 acumulo de prolina sempre foi mais intenso nos materiais procedentes dos meios de
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cultura contendo 30 g L™ de sacarose e GAs do que naqueles provenientes de meios
suplementados com 15 g L™ de sacarose e ANA, tendo as diferencas nos contetidos de

prolina entre esses dois tratamentos aumentado com o passar do tempo de desidratacao.
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Figura 16. Plantas de Pitcairnia encholirioides apds 90 dias de reidratagcdo. Os nimeros 1 a 4
correspondem a plantas provenientes de tratamentos in vitro com 30 g L™ de sacarose e GA; e 0s
nimeros 5 a 8, plantas cultivadas em meio com 15 g L™ de sacarose e ANA. Tratamentos
referentes a desidratacdo prévia: 1 e 5) sob irrigacéo periddica; 2 e 6) 30 dias sem irrigacdo; 3 e 7)
42 dias sem irrigacdo; 4 e 8) 54 dias sem irrigacao.

Apols a reidratacdo, ndo foram encontradas diferencas entre os materiais
previamente desidratados e o controle, ndo submetido ao estresse hidrico, fato esse
indicativo da recuperagdo metabolica das plantas submetidas ao estresse hidrico, pelo

menos no que diz respeito ao acimulo de prolina.
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Figura 17. Contetdos de prolina em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides provenientes de tubos
de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15g L™
sacarose, apos aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de estresse hidrico (desidratacédo)
e ap6s reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as colunas identificadas por letras
maiusculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador de crescimento) comparam 0s
efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.2.2 — Proteinas totais

O conteudo de proteinas totais apresentou aumentos significativos em resposta
ao prolongamento do tempo de desidratacdo, independentemente da procedéncia das
plantas utilizadas (Figura 18). Para materiais provenientes de tubos suplementados com
30 g L™ de sacarose e GA3 houve um aumento de 126,8% no contetdo de proteinas
totais no maior tempo de desidratacdo quando comparado com 0S materiais nao
submetidos ao estresse hidrico. Para materiais provenientes de meios contendo 15 g L™
de sacarose e ANA esse aumento foi ainda maior, de aproximadamente 133%, no
mesmo periodo de estresse hidrico.

Apo6s 90 dias de reidratacdo, as diferencas encontradas entre os tratamentos
desapareceram. Para cada um dos reguladores de crescimento e suas respectivas
concentracBes de sacarose, ndo foram observadas diferencas significativas entre os

materiais submetidos aos periodos crescentes de desidratacéo.
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Figura 18. Teores de proteinas totais em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides provenientes de
tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GA;e 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15 g
L sacarose, apds aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de estresse hidrico
(desidratacdo) e apos reidratacdo. Em cada condicdo (desidratagdo ou reidratacdo), as colunas
identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador de
crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Foi interessante notar, também, que os teores de proteinas totais encontrados
apos reidratacdo, entre 0,091 e 0,113 mg de proteina/g de matéria fresca, foram bastante

proximos aos daqueles materiais que ndo sofreram desidratacdo (0,097 mg/g de MF).

3.2.3 — Enzimas do metabolismo antioxidativo (superoxido dismutase,

catalase, peroxidase e polifenol oxidase)

a) Superdxido dismutase (SOD)

Nos materiais provenientes da maior concentracdo de sacarose e GA3, observou-
se reducdo significativa na atividade da SOD em relacdo ao controle em resposta a
desidratacdo, independentemente do tempo de estresse hidrico (Figura 19). A

diminuicdo na atividade enzimética chegou a 36,8% ao final do periodo de estresse. Em
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contraste, nos materiais provenientes da menor concentracdo de sacarose e ANA, néo
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos em resposta ao
prolongamento do tempo de desidratacdo. Percebeu-se, contudo, que a atividade da
SOD foi sempre mais elevada nas plantas provenientes da maior concentracdo de
sacarose e GAg.

Assim como observado para os contetudos de proteinas totais e de prolina,
também para a SOD ndo foram encontradas diferencas significativas em relagdo ao
controle apods a reidratagdo nos materiais provenientes dos diferentes intervalos de
estresse hidrico, independentemente da sua origem.

Em contraste ao que foi notado durante a desidratacdo, apés a reidratacdo a SOD
apresentou maiores atividades nos tecidos oriundos de meios de cultura contendo a

menor concentracdo de sacarose e ANA.
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Figura 19. Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em tecidos foliares de Pitcairnia
encholirioides provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAse 30 g
L™ de sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, apds aclimatizagdo ex vitro, submetidos a periodos
crescentes de estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condi¢do (desidratacdo ou
reidratacdo), as colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu
respectivo regulador de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas
identificadas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

58



b) Catalase (CAT)

Em relagdo a atividade da CAT, ndo foram encontradas diferencas significativas
em resposta ao prolongamento do tempo de desidratacdo nos tratamentos provenientes
da maior concentracdo de sacarose e GAs; (Figura 20). Entretanto, nos materiais
provenientes dos meios de cultura contendo 15 g L™ de sacarose e ANA, houve, em
relacdo ao controle, reducdo de 36,7% na atividade enzimatica ap6s 30 dias de
desidratacdo, permanecendo a atividade inalterada estatisticamente até o ultimo periodo
de estresse hidrico.
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Figura 20. Atividade da enzima catalase (CAT) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, ap6s aclimatizagdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratagdo. Em cada condicdo (desidratagdo ou reidratacdo), as
colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Deve-se ressaltar que a CAT apresentou atividade mais intensa nos materiais
procedentes da concentracdo mais baixa de sacarose, em relacdo ao meio em que 30gL*
desse carboidrato havia sido utilizado in vitro, sendo que as diferencas entre ambos

tenderam a reduzir com o passar do tempo de desidratagéo.
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No experimento realizado apés a reidratacdo, ndo foram encontradas diferencas
entre 0s materiais submetidos previamente a desidratacdo e o controle, sendo 0s
resultados semelhantes estatisticamente. Na maior concentracdo de sacarose, em meio
contendo GAgs, a atividade da CAT foi, em média, 64% menor nos materiais apos a
reidratacdo, em comparacdo aqueles submetidos a desidratacdo. As diferencas
observadas nos materiais provenientes da menor concentracdo de sacarose e com ANA
foram ainda maiores, com médias das atividades enzimaticas 72,4% menores nos

materiais apds a reidratacao.

c) Peroxidase (POD)

A atividade da POD apresentou comportamentos distintos em resposta aos dois
tratamentos utilizados in vitro. Nos materiais provenientes de meios contendo a maior
concentracdo de sacarose e GAgs verificou-se um aumento de 258% na atividade
enzimatica até o 42° dia de desidratacdo, sendo esse incremento estatisticamente
semelhante ao dos materiais mantidos por 54 dias sob estresse hidrico (Figura 21).

Porém, para tecidos provenientes da menor concentracéo de sacarose, apos o 30°
dia de estresse hidrico houve reducdo média de 25,3% na atividade da POD, mantendo-
se nesse nivel até a ultima analise realizada.

Apos a reidratacdo, a POD ndo apresentou diferencas em sua atividade nos
materiais provenientes dos diferentes tratamentos de desidratacdo, com valores similares
aos do controle. Vale ressaltar, ainda, que os valores encontrados foram, em geral,
menores que aqueles observados nos materiais submetidos ao estresse hidrico, com
excecdo daqueles provenientes de meios contendo 30 g L™ de sacarose, que

apresentaram maior atividade da POD no grupo controle apds a reidratacao.
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Figura 21. Atividade da enzima peroxidase (POD) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, apds aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacéo), as
colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

d) Polifenol oxidase (PPO)

A atividade da PPO apresentou tendéncia de reducdo com o passar do tempo de
desidratacdo para ambas as concentracfes de sacarose e seus respectivos reguladores de
crescimento (Figura 22), embora a reducédo tenha sido mais pronunciada nos tratamentos
previamente cultivados in vitro na presenca de 15 g L™ de sacarose e ANA, alcancando,
em relacdo ao controle, valores 45,2% menores nos tratamentos submetidos ao maior
tempo de desidratacéo.

Na maior concentracdo de sacarose, diferencas significativas foram observadas
apenas na analise realizada no 42° dia de desidratacdo, com a atividade enzimatica se
mantendo inalterada até o 54° dia de estresse hidrico. A atividade da PPO ndo diferiu

estatisticamente em relacdo ao controle até o 30° dia de estresse hidrico.
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Figura 22. Atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAze 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, ap6s aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as
colunas identificadas por letras maitsculas (em cada concentragdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os resultados das atividades da PPO ap0s reidratacdo foram estatisticamente
semelhantes entre si, em cada concentracdo de sacarose e com o respectivo regulador de
crescimento, independentemente do tempo que as plantas passaram sob estresse hidrico,
indicando a recuperacdo de ambos 0s materiais com relacdo a atividade dessa enzima.
Adicionalmente, foi possivel observar que, apos a reidratacédo, os valores das atividades
da PPO foram, em média, 23,6% menores nos materiais cultivados previamente com 15
g L™ de sacarose e ANA, em comparacio aos mantidos em presenca de 30 g L™ de
sacarose e GAs.

A maioria dos resultados encontrados sugere que as plantas submetidas a
desidratacdo progressiva apresentaram recuperacdo metabdlica apds a reidratacédo, pelo
menos com relacdo a atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo e aos teores

de prolina.
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3.2.4 — Pigmentos

a) Teores de clorofila a e clorofila b

Os teores de clorofilas a e b aumentaram em resposta ao prolongamento do
tempo de desidratacdo somente nos materiais cultivados in vitro na presenga da maior
concentracdo de sacarose e GAs (Figura 23). Para a clorofila a, houve aumento de
129,5% do controle até o 54° dia de estresse, e para clorofila b esse aumento foi de
161,1%. Os resultados com materiais provenientes de meios contendo ANA e a menor
concentracdo de sacarose ndo apresentaram comportamento uniforme, oscilando com o
passar do tempo de estresse hidrico, para ambos os tipos de clorofila.

No ensaio de reidratacdo, os teores de clorofila a apresentados pelas plantas
anteriormente submetidas a desidratacdo ndo diferiram em relacdo ao controle para
materiais provenientes de 30 g L™ de sacarose e GAs, embora tenha havido uma
tendéncia de maior acimulo desses pigmentos nos tratamentos submetidos a estresses
hidricos mais longos. Para materiais provenientes de meios contendo ANA e 15 g L™ de
sacarose, diferencas significativas foram observadas apenas para aqueles submetidos a
54 dias de estresse hidrico, com aumento de 23% no conteudo de clorofila a em relagéo
ao controle.

Para clorofila b observou-se uma resposta diferente. Materiais provenientes de
plantas anteriormente mantidas na presenca de 30 g L™ de sacarose e GA;z e submetidos
a desidratacdo acumularam, em média, 46,6% mais clorofila b do que o controle. Com
relacdo ao material tratado previamente com 15 g L™ de sacarose e ANA, ndo foi
observada uniformidade nos resultados, com os mesmos oscilando entre os diferentes
tratamentos. Apesar desse fato, entre 0 grupo controle e 0 que permaneceu mais tempo
sob estresse, houve aumento de 31,8% no teor de clorofila b.

Principalmente com relacdo aos materiais provenientes do tratamento contendo
30 g L de sacarose e GA;, maiores contelidos de clorofilas a e b foram encontrados
nos tecidos das plantas submetidas a desidratacdo, especialmente nos dois maiores
tempos de estresse hidrico, em comparacdo aos resultados observados na analise

realizada com as plantas ap6s 90 dias de reidratacéo.
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Figura 23. Teores de clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L* de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, ap6s aclimatizagdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condi¢do (desidratacdo ou reidratacdo), as
colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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b) Teores de clorofilas totais e carotenoides totais

Os teores de clorofilas e carotenoides totais apresentaram 0 mesmo
comportamento observado para clorofilas a e b, com tendéncia de aumento no acimulo
desses pigmentos com o passar do tempo de estresse para materiais anteriormente
cultivados em presenca de 30 g L™ de sacarose e GAs. Para materiais mantidos em
presenca de 15 g L™ de sacarose e ANA, os resultados néo apresentaram uniformidade
(Figura 24). Os aumentos observados nos teores de clorofilas totais apos 54 dias de
estresse hidrico foram de aproximadamente 135% em relacdo ao controle. Para 0s
carotenoides esses aumentos foram em média de 171,4%.

Nas plantas submetidas a reidratac&o, os teores de clorofilas e carotenoides totais
ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos nos materiais provenientes
da maior concentracdo de sacarose e GAj;. Para materiais provenientes da menor
concentracdo de sacarose e ANA, plantas desidratadas durante 54 dias apresentaram
resultados, em meédia, 24,8% maiores que 0s demais tratamentos para clorofilas totais e
28,8% maiores para carotenoides totais. Esse foi o Unico tratamento que diferiu
significativamente dos demais.

Os teores de clorofilas e carotenoides totais nas plantas provenientes de
tratamentos contendo 30 g L™ de sacarose e GA; foram menores nos tecidos das plantas
apos a reidratacdo quando comparado com o0s materiais submetidos a desidratacéo,

especialmente naqueles mantidos por 42 e 54 dias de estresse hidrico.

c) Relagdes clorofila a/clorofila b e clorofilas totais/carotenoides totais

As relacBes clorofila a/clorofila b e clorofilas totais/carotenoides totais
apresentaram ligeira tendéncia de reducdo com o passar do tempo de desidratacéo,
independentemente da concentracdo de sacarose e do regulador de crescimento
utilizados durante o cultivo in vitro (Figura 25). No entanto, as respostas observadas

variaram.
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Figura 24. Teores de clorofilas (Cl Totais) e carotenoides totais (Carot Totais) em tecidos foliares de
Pitcairnia encholirioides provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com
GA; e 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, apos aclimatizagdo ex vitro, submetidos a
periodos crescentes de estresse hidrico (desidratacdo) e ap6s reidratacdo. Em cada condicéo (desidratacéo
ou reidratacdo), as colunas identificadas por letras maiusculas (em cada concentragdo de sacarose e seu
respectivo regulador de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas
identificadas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 25. Relacdo entre clorofilas a e b (Cla/Clb) e entre clorofilas e carotenoides totais (Cl
Totais/Carot) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides provenientes de tubos de ensaio com
tampas vedadas, em meios de cultura com GA;z e 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, ap6s
aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de estresse hidrico (desidratacdo) e apds
reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as colunas identificadas por letras
maiusculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador de crescimento) comparam 0s
efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Materiais provenientes de plantas mantidas anteriormente em presenca de 30 g

L? de sacarose e GA; apresentaram reducdo média de 11,1%, tanto para a relagdo
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Cla/Clb quanto para Cl totais/Carot, nos tecidos mantidos por 42 e 54 dias de
desidratacdo. Para materiais provenientes de tratamentos contendo 15 g L™ de sacarose
e ANA, houve reducdo média de 12,6% do controle para os demais tratamentos
submetidos a caréncia de agua.

Apds a reidratacdo, de maneira geral, os valores obtidos nos tratamentos
submetidos ao estresse hidrico foram significativamente diferentes dos encontrados no
grupo controle, exceto para a relagdo clorofilas totais/carotenoides totais em materiais
oriundos de meios de cultura suplementados previamente com a menor concentracéo de
sacarose e ANA. Nos demais tratamentos, os resultados apresentaram tendéncias

distintas.

3.2.5 — Carboidratos

a) Carboidratos soltveis totais (CST)

Os teores de carboidratos soluveis totais (CST) aumentaram com o
prolongamento do estresse hidrico, independentemente do conteudo de sacarose e do
regulador de crescimento previamente utilizados in vitro (Figura 26). Os aumentos dos
CST nas plantas submetidas a 54 dias de desidratacdo foram de 45,5%, em relacdo ao
controle, para materiais provenientes de meios de cultura contendo 30 g L™ de sacarose
e GA; e de 47,6% para materiais oriundos de meios contendo 15 g L™ de sacarose e
ANA.

Apos a reidratacdo, ndao foram encontradas diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos submetidos anteriormente a desidratacdo e o controle. Percebeu-se,
entretanto, que durante o periodo de desidratacdo avaliado, independentemente da
origem dos materiais, o teor de carboidratos solUveis totais foi sempre maior nos tecidos
provenientes de plantas cultivadas em meios de cultura suplementados com a menor
concentracdo de sacarose e ANA. Outro fato notavel foi a diferenca observada entre o
acumulo de CST pelas plantas durante a desidratacdo e apos reidratacdo. Os valores
foram consideravelmente menores ap6s o periodo de recuperacdo, com reducdo média

de 72,7% nos valores obtidos.
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Figura 26. Teores de carboidratos sollveis totais (CST) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, ap6s aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as
colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

b) Sacarose

O comportamento das plantas com relacdo ao acumulo de sacarose foi similar ao
observado para carboidratos soluveis totais (Figura 27). Houve tendéncia de aumento
nos teores desse carboidrato nos tecidos durante o prolongamento do estresse hidrico.
Para materiais provenientes da maior concentracao de sacarose e GAs, 0 Unico resultado
estatisticamente diferente foi o apresentado pelas plantas submetidas a 54 dias de
estresse hidrico, com acumulo de sacarose 22,7% maior que 0 observado nas plantas
dos demais tratamentos. Nos materiais provenientes da menor concentracdo de sacarose
e ANA, todos os resultados foram estatisticamente diferentes do controle, que acumulou

aproximadamente 27% menos sacarose gque 0s demais.
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Figura 27. Teores de sacarose em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides provenientes de tubos de
ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAse 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15 g L™
sacarose, apos aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de estresse hidrico (desidratagao)
e ap6s reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as colunas identificadas por letras
maiusculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador de crescimento) comparam 0s
efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Nas andlises realizadas apds a reidratacdo, houve uniformidade dos resultados
nos tratamentos com a maior concentrac@o de sacarose e GAs, havendo ligeiro aumento
no acumulo de sacarose nos dois tratamentos submetidos aos maiores tempos de
estresse hidrico apenas para materiais crescidos in vitro em presenca de 15 g L™ de
sacarose e ANA. Apds a reidratacdo, também houve maior acuimulo de sacarose nas
plantas previamente cultivadas in vitro com a menor concentracao de sacarose e ANA,
em relagdo ao tratamento com 30 g L™ de sacarose e GAs.

Assim como observado para CST, os teores de sacarose encontrados foram
menores apos a reidratacdo, em comparacdo com 0s materiais submetidos ao estresse

hidrico.
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c) Acucares redutores (AR)

Os teores de agucares redutores (AR) apresentaram 0 mesmo comportamento
observado para os teores de carboidratos solUveis totais (Figura 28). Houve tendéncia de
aumento no acumulo de AR com o prolongamento do estresse hidrico e os valores
encontrados apos reidratacdo ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, sendo
consideravelmente menores que os encontrados nas andlises realizadas durante a

desidratacéo.
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Figura 28. Teores de acucares redutores (AR) em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides
provenientes de tubos de ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GAz e 30 g L™ de
sacarose ou ANA e 15 g L™ sacarose, apds aclimatizagdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de
estresse hidrico (desidratacdo) e apds reidratacdo. Em cada condi¢do (desidratacdo ou reidratacdo), as
colunas identificadas por letras mailsculas (em cada concentragdo de sacarose e seu respectivo regulador
de crescimento) comparam os efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

d) Amido

N&o foram encontradas diferencas estatisticas nos teores de amido acumulado
em resposta ao prolongamento da desidratacdo nos materiais provenientes de plantas

cultivadas previamente com 30 g L™ de sacarose e GA; (Figura 29). Porém, na menor
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concentracdo de sacarose e ANA, houve acumulo significativo de amido apos 42 e,
principalmente, ap6s 54 dias de estresse hidrico. Em comparacdo com o controle, houve
acréscimo de 112,4% no teor de amido acumulado ap6s o maior tempo de desidratacao.
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Figura 29. Teores de amido em tecidos foliares de Pitcairnia encholirioides provenientes de tubos de
ensaio com tampas vedadas, em meios de cultura com GA;e 30 g L™ de sacarose ou ANA e 15 g L™
sacarose, apos aclimatizacdo ex vitro, submetidos a periodos crescentes de estresse hidrico (desidratacéo)
e apos reidratacdo. Em cada condicdo (desidratacdo ou reidratacdo), as colunas identificadas por letras
maidsculas (em cada concentracdo de sacarose e seu respectivo regulador de crescimento) comparam 0s
efeitos do tempo de desidratacdo. As colunas identificadas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Assim como observado para o acimulo dos outros carboidratos analisados, ndo
houve diferencas significativas nos teores de amido entre os tratamentos e o controle
ap0s a reidratacdo. Esses resultados demonstram que houve recuperacdo do
metabolismo de carboidratos das plantas ap6s a reidratacdo, independentemente do
tempo que passaram sob condicBes de estresse hidrico.

Também foram encontrados menores teores de amido nos materiais reidratados,
demonstrando que o fornecimento de &gua para os materiais previamente desidratados
restabeleceu os teores de carboidratos aos niveis do grupo controle, ndo submetido ao
estresse hidrico, evidenciando-se, assim, elevada capacidade de recuperacdo das plantas

ap0s um periodo de quase dois meses de privacdo da agua.
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4 — Discussao

Apds 150 dias de cultivo in vitro foi observado um elevado percentual de
mortalidade das plantas, em média de 57,6%, devido, provavelmente, ao prolongamento
da permanéncia das plantas nessas condi¢des. Em meio de cultura contendo GAs,
independentemente do tipo de vedacgdo, ocorreu maior mortalidade nos materiais
adicionados de 15 g L™ de sacarose. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de
haver, nesse meio de cultura, menor pressdo osmética e maior disponibilidade de agua
para a planta, o que pode contribuir para a ocorréncia de estresses oxidativos,

senescéncia e morte dos explantes.

4.1 — Prolina

Uma importante resposta das plantas ao estresse hidrico € o acumulo de solutos
compativeis, fendmeno conhecido como ajustamento osmotico (Bray, 1993; Mahajan &
Tuteja, 2005; Evers et al., 2010). O acumulo de solutos mantém o potencial osmotico da
planta, levando a manutencdo da capacidade de absorcdo de &gua e a tolerancia aos
estresses (Kavi Kishor et al., 1995; Zheng et al., 2010). Sob condicGes de crescimento
in vitro, concentracdes elevadas de sacarose adicionadas ao meio de cultura geram
maiores pressdes osmaticas, causando estresse osmotico e reducdo no acimulo de agua
pelas plantas. Os maiores acumulos de prolina observados nos tratamentos que
receberam 30 g L™ de sacarose in vitro sdo indicativos das respostas das plantas ao
estresse osmético provocado pela presenca desse carboidrato, em meio de cultura
contendo ANA (Figura 5). Por sua vez, em meio de cultura contendo GAs, devido ao
fato de ndo ter havido diferencas significativas no acimulo de prolina em resposta a
maior concentracdo de sacarose (Figura 5), é provavel que as plantas cultivadas em
meio adicionado de 30 g L™ de sacarose encontravam-se mais susceptiveis aos efeitos
deletérios causados pelo estresse hidrico, ndo sendo capazes de realizar ajustamento
osmatico.

Resultados ligeiramente diferentes foram encontrados por Braga (2011)

trabalhando com Pitcairnia albiflos. Naquele trabalho, maior acimulo de prolina foi
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observado nos tecidos provenientes dos meios de cultura adicionados de 30 g L™ de
sacarose, independentemente do regulador de crescimento utilizado in vitro, GAs ou
ANA, tanto para materiais provenientes de plantas cultivadas in vitro por 140 dias
quanto para tecidos extraidos de plantas apds 70 dias de aclimatizacéo.

Enquanto diversos aminoacidos sdo conhecidos por se acumularem em resposta
ao estresse osmotico, a prolina aparentemente tem papel protetor especifico na
adaptacdo das células vegetais a falta de dgua e parece ser o principal osmolito organico
em muitas plantas (Handa et al., 1986). Nessas condigdes, a prolina pode atuar como
mediadora do ajustamento osmotico, estabilizadora de estruturas subcelulares, como
membranas e proteinas, varredora de radicais livres e tampédo redox, bem como um dos
principais constituintes de proteinas da parede celular (Hare & Cress, 1997; Nanjo et
al., 1999; Hoekstra et al., 2001; Molinari et al., 2004; 2007; Reddy et al., 2004;
Verslues & Sharma, 2010; Sharma et al., 2011). Niveis elevados de biossintese de
prolina em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) transgénicas conferem maior
tolerdncia ao estresse hiperosmotico, fornecendo evidéncias convincentes de uma
relacdo de causa e efeito entre o conteudo de prolina e a tolerancia osmotica (Kavi
Kishor et al., 1995; Yoshiba et al., 1997; Hong et al., 2000).

Porém, nem sempre a inexisténcia de resposta positiva no acimulo de prolina
significa incapacidade de adaptacdo das plantas a condicbes estressantes. Esse
comportamento pode refletir a predominancia, nessas plantas, de estratégias alternativas
de adaptacdo ao estresse (Delauney & Verma, 1993). Parece haver uma relacdo de
reciprocidade entre o acimulo de prolina e de outros osmolitos, o que sugere que eles
podem compensar a falta de ativacdo da biossintese de prolina. A selecdo de diferentes
mecanismos pode ser influenciada por padrdes de alocacdo de nitrogénio e carbono,
tamanho da planta e area de superficie total, caracteristicas das raizes ou pelo equilibrio
hormonal e suas influéncias na fisiologia dos estdmatos (Hare & Cress, 1997). Portanto,
0s resultados discrepantes, observados no presente estudo, ndo sdo surpreendentes, pois
as condicdes de cultivo foram bastante diferentes entre os tratamentos utilizados, o que
pode ter influenciado na escolha por uma ou outra estratégia de resisténcia ao estresse.

Al-Khayri & Al-Bahrany (2002) encontraram resultados similares aos obtidos no
presente trabalho em cultivos in vitro de calos de arroz (Oryza sativa), nos quais
ocorreram aumentos no acumulo de prolina em resposta ao incremento da concentragdo
de sacarose adicionada ao meio de cultura até o maximo de 40 g L™. Concentragdes

mais elevadas de sacarose levaram ao aumento no acumulo de prolina, o que foi
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atribuido a intensificacdo do estresse osmético nessas condi¢bes. Segundo Lokhande et
al. (2010), o maior acimulo de prolina observado em culturas de calos de Sesuvium
portulacastrum submetidas a concentracdes salinas crescentes foi fundamental para o
ajustamento osmaético e manutencgdo do turgor celular.

Embora o perfil no acimulo de prolina observado nos materiais mantidos in
vitro tenha sido o mesmo apds 180 dias de aclimatizagdo, no presente trabalho nédo
foram observadas diferencas para a concentracdo de sacarose entre 0s materiais ja
aclimatizados (Figura 5), o que sugere que as condi¢cdes de cultivo in vitro néo
influenciam mais o estado hidrico dos tecidos das plantas ap6s um prolongado periodo
de aclimatizacdo, pelo menos no que diz respeito ao acumulo de prolina.
Diferentemente do que foi encontrado com P. albiflos por Braga (2011), com o passar
do tempo de aclimatizacdo e com a crescente adaptacdo das plantas de P. encholirioides
as condicdes ex vitro, as diferencas entre os tratamentos com relacdo ao acumulo de
prolina desapareceram.

Nas plantas submetidas a desidratagcdo progressiva houve maior acimulo de
prolina com o aumento do tempo de desidratacdo, sendo esse acumulo mais acentuado
nos tecidos das plantas provenientes dos tratamentos contendo 30 g L™ de sacarose e
GA; (Figura 17). O mesmo ndo aconteceu com materiais provenientes de meios de
cultura contendo 15 g L™ de sacarose e ANA, que ndo acumularam prolina
significativamente com o passar do tempo de desidratacdo. Esses resultados reforcam a
possibilidade de que plantas de P. encholirioides provenientes do cultivo in vitro em
meio contendo a maior concentracdo de sacarose tenham apresentado melhor adaptacéo
ao estresse hidrico, uma vez que o acimulo de prolina € um indicativo de resposta
adaptativa as condigdes de seca.

Resultados similares foram encontrados por Braga (2011) com P. albiflos, com
acumulo de prolina muito mais acentuado em plantas provenientes do cultivo in vitro na
presenca da concentracdo mais elevada de sacarose, 0 que pode ser considerado uma
adaptacdo das plantas ao estresse hidrico. Diversos trabalhos relatam o acimulo de
prolina em diferentes espécies submetidas ao estresse osmotico em resposta ao déficit
hidrico. Oryza sativa e Alternanthera philoxeroides, duas espécies com metabolismo
similar, apresentaram acumulo de prolina durante 30 dias de suspensdo da irrigacao
(Gao et al., 2008), o0 mesmo ocorrendo com quatro gendtipos de umbuzeiro (Spondias
tuberosa) (Silva et al., 2009) e com seis espécies lenhosas da China (Liu et al., 2011)

submetidas as mesmas condicdes de estresse hidrico. A adicdo de sais ou de outras
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substancias osmoticamente ativas ao meio de cultivo também pode ser responsavel pelo
estresse hidrico das plantas e acarretar aumentos no teor de prolina, como observado
para Populus euphratica cultivada em meio com concentragdes crescentes de NaCl e
manitol (Watanabe et al., 2000), para arroz (Oryza sativa) submetido a choque salino
(Basu et al., 2002) e para Sesuvium portulacastrum cultivada em meio com NaCl
(Lokhande et al., 2011). O estresse hidrico moderado geralmente acarreta aumentos no
teor de prolina, mas em situacGes de estresse severo pode haver decréscimos, como
observado por Zheng et al. (2010) em quatro linhagens de nim (Azadirachta indica).

Apds a reidratacdo, os teores de prolina nas plantas anteriormente submetidas a
desidratacdo foram estatisticamente semelhantes ao controle, mantido sob irrigacdo
periddica, independentemente da origem do material. Houve diminui¢do no contetdo de
prolina nos tecidos que haviam acumulado maiores quantidades desse aminoacido em
resposta ao estresse hidrico, demonstrando que houve recuperacdo fisiologica das
plantas apds o restabelecimento do potencial hidrico dos tecidos (Figura 17).

Resultados similares foram encontrados por Braga (2011) com P. albiflos e com
diferentes genotipos de algodoeiro (Gossypium hirsutum), nos quais houve intenso
incremento nos teores de prolina apos sete (Parida et al., 2007) ou durante 14 dias de
estresse hidrico (Parida et al., 2008), havendo, todavia, reducdo até os niveis
apresentados pelo controle apés a reidratacdo. O mesmo ocorreu com quatro variedades
de trigo submetidas a sete dias de estresse hidrico e a posterior reidratacdo, com
elevacdo substancial dos teores de prolina nas plantas mantidas sob estresse e reducéo
aos niveis do controle apds recuperacdo hidrica (Simova-Stoilova et al., 2008). Com
mudas de andiroba (Carapa guianensis) submetidas a 27 dias de estresse hidrico houve
incremento de cerca de 60% nos teores de prolina nos tecidos estressados, em rela¢éo ao
material ndo submetido a desidratacdo, e queda posterior nos teores de prolina apos
reidratacdo, até alcancar valores similares aos apresentados pelas plantas irrigadas
periodicamente e ndo submetidas ao estresse (Silva, 2009).

O acumulo da prolina em tecidos osmoticamente estressados e sua rapida
reducdo quando a tensdo é removida é consistente com o papel desse aminoacido na
recuperacdo das plantas do estresse. 1sso ocorre pois o rapido catabolismo da prolina
gera equivalentes redutores que suportam a fosforilacdo oxidativa mitocondrial,
fornecendo energia para a célula durante essa etapa (Hare & Cress, 1997; Trovato et al.,
2008; Szabados & Savouré, 2009). As celulas geralmente voltam ao padrdo normal de

crescimento apdés a remocdo do estresse osmotico, continuando entdo seu
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desenvolvimento. Em células sujeitas ao estresse hidrico, a adi¢cdo de prolina exdgena
possui efeito estimulatério sobre o crescimento celular, o que também reforca a atuacéo
benéfica da prolina no processo de recuperagdo fisioldgica das plantas (Handa et al.,
1986; Sharma et al., 2011).

Além de sua funcdo no ajustamento osmotico, a prolina atua aumentando a
resisténcia das plantas ao estresse hidrico de outras formas (Hare & Cress, 1997;
Trovato et al., 2008; Szabados & Savouré, 2009). A reducdo na taxa de assimilacdo de
CO; sob essa condicdo ambiental adversa resulta na exposicdo dos cloroplastos ao
excesso de energia de excitagdo e aumenta a taxa de formagdo de EROs (Smirnoff,
1993; Chaves et al., 2009), o que é potencialmente prejudicial sob condicGes de estresse
hidrico. Em cultura de células isoladas, diferentes formas de EROs podem causar
inibicdo enzimatica, degradacdo da clorofila, danos as moléculas organicas, inclusive o
DNA, peroxidacéo e desesterificacdo intensa dos lipideos de membrana (Hoekstra et al.,
2001; Apel & Hirt, 2004).

Molinari et al. (2007) observaram maior incremento no teor de prolina em
tecidos foliares de cana de acUcar transgénica com o passar do tempo de desidratacao,
por um periodo de até 12 dias de estresse hidrico, e consequente menor aumento na
peroxidacdo lipidica, um indicador de estresse oxidativo, além de menor reducédo dos
niveis de clorofilas. Resultados similares foram encontrados em plantas de trigo
transgénicas durante 15 dias de supressdo da irrigacdo, com maior incremento nos
teores de prolina em relacdo as plantas ndo modificadas, associado a menores niveis de
peroxidacdo lipidica e menor decréscimo da taxa fotossintética (Vendruscolo et al.,
2007). Ambos os trabalhos sugeriram que a prolina tem um papel importante no sistema
de protecdo do metabolismo e age reduzindo os danos oxidativos causados pelo estresse
hidrico, protegendo o aparelho fotossintético e aumentando a tolerancia das plantas a
essas condi¢cdes. Mohammadkhani & Heidari (2008), trabalhando com duas variedades
de milho, observaram acumulo de prolina e a consequente diminuicdo do potencial
hidrico do meio de cultivo, evidenciando, também, a importancia desse aminoacido na
reducdo dos danos oxidativos.

Dessa maneira, aléem de agir como mediadora do ajuste osmotico, a prolina
possui a capacidade de proteger o aparato fotossintético pela varredura das EROs e/ou
protecdo e estabilizacdo de enzimas varredoras de radicais livres e derivados, o que
contribui ainda mais para a superacdo dos danos causados pelo déficit hidrico (Reddy et
al., 2004; Szabados & Savouré, 2009; Xu et al., 2009). Além disso, a funcdo como
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varredora de radicais livres pode ser mais importante do que simplesmente a de
osmélito compativel (Hong et al., 2000). Portanto, atuando como mediadora do
ajustamento osmotico ou através dos seus processos de sintese e degradagdo, a prolina é
considerada uma molécula de fundamental importancia na adaptacdo das plantas as
condi¢des adversas, especialmente ao estresse osmético causado pela falta de dgua nos
tecidos vegetais (Handa et al., 1986).

4.2 — Proteinas totais

No presente trabalho, o maior teor de proteinas encontrado nos tecidos das
plantas provenientes dos tubos ndo vedados, independentemente da concentragdo de
sacarose e do regulador de crescimento utilizados (Figura 6), pode ser explicado pela
reducdo do contetdo relativo de agua desses tecidos durante os procedimentos de
cultivo in vitro, havendo, como consequéncia, maiores quantidades de proteinas totais
por unidade de massa seca. Nos tecidos provenientes de tubos vedados, o elevado
conteddo relativo de agua no ambiente e nos tecidos resultou em menor peso de massa
seca e, consequentemente, em menor contetdo de proteinas totais.

Teores reduzidos de proteinas totais também podem ser resultado do estresse
oxidativo que ocorre nas plantas mantidas em tubos hermeticamente vedados. Nessas
condicdes, ha aumento na producdo de EROs, 0 que acarreta uma série de alteracGes nas
estruturas das proteinas, como, por exemplo, a oxidacdo dos residuos de aminoacidos
nas cadeias laterais e ligac6es indesejadas proteina-proteina, aumentando a sensibilidade
a proteolise e provocando fragmentacdo proteica (Berlett et al., 1997). O mesmo
raciocinio pode ser usado para explicar os maiores teores de proteinas totais encontrados
no material apds aclimatizacdo, em relacdo aos tecidos mantidos in vitro.

In vitro, as diferentes concentracfes de sacarose utilizadas apresentaram efeitos
significativos somente nos materiais vedados, havendo maior teor de proteinas totais
nos tecidos das plantas provenientes dos meios adicionados da maior concentracdo de
sacarose (Figura 6). Esse resultado pode ser resultante do maior efeito osmdtico da
concentracdo de 30 g L™ de sacarose, reduzindo o contetdo relativo de 4gua dos tecidos
(Al-Khayri & Al-Bahrany, 2002). Além disso, a sacarose apresenta efeitos diretos no

desenvolvimento das plantas in vitro, como observado por Arigita et al. (2010),

78



trabalhando com plantas de kiwi (Actinidia deliciosa). Nesse trabalho, os autores
encontraram 90% de absorcdo da sacarose inicialmente adicionada, em um meio de
cultura suplementado com apenas 10 g L™ desse carboidrato, indicando que a sacarose,
nessa concentracdo, foi insuficiente para garantir o crescimento e o desenvolvimento
das plantas, o que foi evidenciado pelo menor desenvolvimento das folhas e pelo menor
aumento do peso da massa seca, além da ocorréncia de brotacdes em niimero e tamanho
menores. A adi¢do de maiores concentragdes de sacarose beneficiou o desenvolvimento
das plantas de Kiwi, pois esse carboidrato é fonte de energia e de carbono para a sintese
de compostos celulares.

Em contraste, plantas de batata (Solanum tuberosum) cultivadas em meio isento
de sacarose apresentaram maior crescimento e desenvolvimento da parte aérea, além de
maior taxa fotossintética, que plantas cultivadas em meio suplementado com sacarose,
em um sistema com umidade relativa baixa (50 = 5%) e irradiancia mais elevada (150
umol m? s™) que nos padrdes normais de cultivo in vitro (Badr et al., 2011). Esses
resultados evidenciam que, dependendo de determinados fatores do ambiente de cultivo,
a adicdo de sacarose pode ou ndo ser benéfica para o desenvolvimento in vitro das
culturas.

No ensaio de desidratacdo progressiva, aumentos significativos nos teores de
proteinas totais foram observados em resposta ao prolongamento do estresse hidrico,
independentemente da procedéncia das plantas utilizadas (Figura 18), o que pode ser
explicado pela reducdo no conteudo relativo de agua nos tecidos e o consequente
acumulo de matéria seca, além do efeito de fragmentacédo proteica que ocorre devido ao
estresse oxidativo (Berlett et al., 1997). Resultados similares foram encontrados para
plantas de Momordica charantia mantidas sob estresse hidrico por até trés dias
(Agarwal & Shaheen, 2007) e para sete genétipos de trigo (Triticum aestivum)
cultivados sob condicBes crescentes de déficit hidrico, havendo maior acumulo de
proteinas nos tecidos mantidos sob estresse mais intenso (Hameed et al., 2011). Em
contraste, quatro gendtipos de umbuzeiro (Spondias tuberosa) submetidos a suspensao
da irrigacdo por intervalos intermitentes ndo apresentaram variacdo no conteddo de
proteinas sollveis totais em resposta ao prolongamento do estresse hidrico (Silva et al.,
2009).

Ap6s o periodo de reidratacdo houve reducdo nos teores de proteinas
acumuladas em resposta ao estresse hidrico, alcancando os valores apresentados pelo

grupo controle (Figura 18). Resultados similares foram obtidos por Parida et al. (2007)
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para dois genotipos de algodoeiro, nos quais eles verificaram reducdo nos teores de
proteinas apds sete dias de estresse hidrico, havendo a recuperacdo dos niveis

apresentados pelo grupo controle apos sete dias de reidratacéo.

4.3 — Enzimas

A desintoxicacdo das EROs é feita tanto por mecanismos de varredura ndo
enzimaticos quanto por mecanismos enzimaticos (Kibinza et al., 2011), que incluem
enzimas capazes de remover, neutralizar ou varrer radicais livres e seus
intermediarios, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POD) e polifenol oxidase (PPO), que atuam como um dos principais mecanismos de
toleréncia aos estresses oxidativos nas plantas (Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Apel &
Hirt, 2004; Batkova et al., 2008; Lokhande et al., 2010; Zheng et al., 2010).

Nos ensaios realizados com as plantas mantidas in vitro, as atividades da
superéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) foram maiores nos tecidos
provenientes dos tubos de ensaio suplementados com 15 g L™ de sacarose,
independentemente do regulador de crescimento e do tipo de vedacdo utilizados
(Figuras 7 e 8). Como essas duas enzimas de varredura de EROs apresentaram maiores
atividades, os resultados observados sugerem maior producdo de radicais livres nos
tecidos mantidos nos tubos com a menor concentragdo de sacarose, havendo, portanto, a
necessidade de maior atividade enzimatica antioxidativa na tentativa de neutralizar os
radicais livres formados.

A SOD é considerada a primeira barreira enzimatica contra o estresse oxidativo,
por converter O, em H,0, (Fridovich, 1995; Alscher, 2002). Em seguida, a catalase
(CAT) atua na reducdo do H,0O, a H,0, evitando a conversdo do peroxido de hidrogénio
em radicais mais reativos, como o OH " (Perl-Treves & Perl, 2002; Bienert et al., 2006).
CATs e SODs séo as enzimas mais eficientes do metabolismo antioxidativo, uma vez
que suas acdes combinadas convertem os potencialmente perigosos radicais superoxido
(O27) e perdxido de hidrogénio (H,O,) em agua (H,O) e oxigénio molecular (Oy),
evitando assim os danos celulares (Scandalios, 1993). Vérios trabalhos apontam a SOD
e a CAT como as principais enzimas varredoras de radicais livres em resposta ao

estresse osmético (Reddy et al., 2004). Saher et al. (2005) observaram aumentos
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consideraveis nas atividades da SOD e CAT apo0s 14 e 28 dias de cultivo in vitro para
trés variedades de Dianthus caryophyllus cultivadas em meio indutor de hiperidricidade,
encontrando correlacdo positiva entre esses fatores.

No presente trabalho, a polifenol oxidase (PPO) também apresentou maiores
atividades nos tecidos mantidos em meio de cultura contendo 15 g L™ de sacarose,
porém somente em meio suplementado com ANA, independentemente do tipo de
vedacdo, ndo havendo, entretanto, diferencas significativas nos meios adicionados de
GA; (Figura 10). A peroxidase (POD) foi a Unica enzima que apresentou
comportamento distinto, exibindo maiores atividades nos tecidos das plantas mantidas
em meio contendo 30 g L™ de sacarose, independentemente do tipo de vedacdo dos
tubos de ensaio e do regulador de crescimento utilizado (Figura 9).

O acumulo de prolina possui intima relagdo com as enzimas envolvidas na
varredura de ROS, podendo promover ou inibir suas atividades. Ozden et al. (2009),
estudando os efeitos da adi¢do de prolina exdgena ao sistema antioxidativo de folhas de
videira (Vitis vinifera) submetidas ao estresse oxidativo por H,O,, encontraram menores
atividades da SOD e da CAT em presenca desse aminoacido, com menores niveis de
peroxidacdo lipidica, porém maior atividade da POD, resultados similares aos
encontrados no presente trabalho.

Dessa forma, as maiores atividades da SOD e da CAT em meio contendo 15 gL*
de sacarose e as maiores atividades da POD em meio contendo 30 g L™ de sacarose
poderiam ser explicadas pelo efeito direto do acimulo de prolina sobre as atividades
dessas enzimas. Devido ao acumulo preferencial desse aminoacido nos tecidos mantidos
em tubos com a maior concentracdo de sacarose e sua atuacdo como molécula varredora
de EROs, haveria menor necessidade de ativacdo de outros sistemas antioxidativos,
principalmente das enzimas iniciais da via antioxidativa, SOD e CAT. Contudo, vias
secundarias de varredura poderiam ser ativadas, como é o caso da POD.

Com relacdo ao tipo de vedacdo, houve, em geral, aumentos nas atividades da
SOD e da CAT nos materiais mantidos nos tubos vedados (Figuras 7 e 8), onde a
umidade relativa do ar se encontra proxima a 100% e ha ocorréncia de maior estresse
oxidativo. Tendéncia contraria foi observada para a PPO, com menores atividades nos
tecidos provenientes dos tubos vedados, ndo sendo encontradas diferencas significativas
na atividade da POD entre os materiais vedados e ndo vedados (Figuras 9 e 10). Devido
principalmente ao aumento nas atividades da CAT e SOD em tecidos de plantas

mantidas in vitro em tubos hermeticamente vedados, sugere-se que a vedagdo hermética
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dos tubos de ensaio é prejudicial ao metabolismo das plantas, ocasionando maior
producédo de EROs e ativagdo das principais vias de varredura enzimatica.

A concentragdo de CO; exerce influéncia direta sobre a atividade das enzimas
antioxidantes, como a CAT, por exemplo. Havir & McHale (1989), trabalhando com
folhas de tabaco (Nicotiana sylvestris), observaram reducdo na atividade da CAT em
atmosfera enriquecida com CO; e o retorno da atividade enzimatica a niveis normais
quando as plantas foram transferidas de volta a atmosfera com menor concentracao de
CO,. Como geralmente nos tubos vedados ha menor quantidade de CO, durante o
periodo luminoso, o aumento da atividade da CAT é um indicativo do maior estresse
oxidativo sofrido pelas plantas mantidas em tubos hermeticamente vedados.

Quanto a comparacao das atividades enzimaticas entre os materiais mantidos em
meios adicionados dos diferentes reguladores de crescimento, houve maior atividade da
POD e da PPO em meios contendo GAs. A CAT apresentou maior atividade em meio
suplementado com ANA e para a SOD nédo houve uniformidade na resposta (Figuras 7,
8, 9¢e 10).

Resultados distintos foram encontrados por Braga (2011), trabalhando com P.
albiflos. Naquele trabalho, as atividades da CAT, POD e PPO foram maiores nos
tecidos das plantas mantidas in vitro em tubos de ensaio fechados com tampas vedadas,
ndo havendo diferencas na atividade da SOD. Foram encontradas maiores atividades
enzimaticas nos meios contendo GAs, em relacdo aos meios com ANA, exceto para
PPO. Esses resultados divergentes ndo surpreendem, pois o nivel de alteracdo nas
atividades das enzimas antioxidantes nos tecidos das plantas sob estresse hidrico €
extremamente variavel entre as espéecies e até mesmo entre cultivares de uma mesma
espécie. O nivel de resposta depende também dos estadios de desenvolvimento e
metabolico da planta, bem como da duracdo e intensidade do estresse (Bray, 1997;
Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008).

A aclimatizacdo ex vitro das plantas € um fator limitante para o sucesso dos
protocolos de micropropagacdo. Ao sair das condi¢fes impostas pelo crescimento in
vitro, varias modificagdes morfofisioldgicas ocorrem em resposta as novas condicoes,
demandando incremento na absorcéo de nutrientes, realizacdo de fotossintese, protecdo
contra organismos potencialmente patogénicos e aumento da taxa de transpiracdo,
situacbes que podem levar ao estresse oxidativo em resposta ao aumento na geracdo de

EROs (Grattapaglia & Machado, 1998). Em funcdo disso, a atuacdo das enzimas
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antioxidativas é de fundamental importancia para a sobrevivéncia das plantas ao
transplantio.

Até recentemente eram limitadas as informacGes sobre o possivel papel dos
sistemas de protecdo enziméticos durante o processo de aclimatizagdo de plantulas
micropropagadas. Porém, diversos trabalhos tém sido publicados desde entéo, alguns
deles relatando as oscilagdes que ocorrem nas atividades das enzimas do metabolismo
antioxidativo em resposta ao estresse hidrico proveniente desse processo (Van
Huylenbroeck et al., 2000; Batkova et al., 2008; Faisal & Anis, 2009).

No presente trabalho as atividades da CAT, POD e PPO foram maiores nos
materiais provenientes de plantas mantidas in vitro, em comparacéo aos de plantas ja
aclimatizadas, ndo sendo observada uma resposta uniforme com relagdo a SOD
(Figuras 7, 8, 9 e 10). Resultados distintos podem ser encontrados na literatura. Van
Huylenbroeck et al. (2000), trabalhando com Calathea louisae, observaram atividade
da CAT nitidamente maior apds aclimatizacdo, mas com a SOD eles ndo encontraram
uma tendéncia clara. Para uma espécie do género Musa, de maneira geral, houve
aumento na atividade da SOD e da CAT entre 0 3° e 0 5° dia apds o transplantio para
condicdes ex vitro, ocorrendo queda nas atividades enzimaticas ap6s o sétimo dia e
estabilizacdo posterior em um estado de baixa atividade (Aragon et al., 2010). Para
Rauvolfia tetraphylla, a SOD apresentou aumento na atividade ap0s a primeira semana
de aclimatizacdo, havendo queda no periodo seguinte, e para a CAT observou-se 0
contrario, ou seja, uma reducdo seguida de aumento na atividade (Faisal & Anis, 2009).
As andlises foram realizadas semanalmente durante 28 dias apds a transferéncia das
plantas para condicGes ex vitro.

Nas plantas aclimatizadas em casa de vegetacdo, em geral, as atividades da
CAT, POD e PPO foram significativamente menores nos tecidos provenientes das
plantas mantidas in vitro em meios de cultura adicionados de 30 g L™ de sacarose, em
meio suplementado com ANA (Figuras 8, 9 e 10). Para a SOD, apesar de ter havido
certa tendéncia de aumento da atividade na maior concentracdo de sacarose, 0s dados
foram estatisticamente semelhantes, independentemente do tipo de vedacao (Figura 7).
Em meio com GAgs, houve tendéncia de aumento nas atividades da CAT, POD e SOD
nos tecidos provenientes dos meios contendo a maior concentracdo de sacarose, embora,
em alguns casos, nao significativamente. Para a PPO os dados foram similares
estatisticamente. Percebeu-se, portanto, uma nitida diferenca nas atividades enzimaticas

entre os dois reguladores de crescimento utilizados, fato esse que nao foi observado para
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P. albiflos (Braga, 2011), em que as atividades das enzimas apds aclimatizacdo foram,
em geral, mais baixas ou sem diferencas significativas em meio contendo 30 g L™ de
sacarose, independentemente do regulador de crescimento e do tipo de vedacdo
utilizados.

Na maioria dos casos, a vedacdo hermética dos tubos de ensaio durante o cultivo
in vitro se mostrou prejudicial para o desenvolvimento das plantas, sendo esse efeito
também observado para 0s materiais ap0s aclimatizacdo. Em geral, as atividades
enzimaticas se mostraram maiores nas plantas oriundas dos tubos vedados, em
comparagdo aos que permitiam trocas gasosas, demonstrando maior capacidade de
adaptacéo e aclimatizacéo das plantas cultivadas in vitro em tubos néo vedados (Figuras
7, 8, 9 e 10). De modo contrério, para P. albiflos, o tipo de tampa ndo influenciou
significativamente a atividade enzimética durante a aclimatizacéo (Braga, 2011).

No presente trabalho, em geral, houve reducdo nas atividades da CAT, SOD,
POD e PPO com o prolongamento do estresse hidrico, ou os resultados permaneceram
similares estatisticamente, com excecéo da atividade da POD em meio com 30 g L™ de
sacarose e GAsz, no qual houve um aumento consideravel na atividade enzimatica
(Figuras 19, 20, 21 e 22). As maiores reducdes ocorreram em tecidos provenientes de
plantas cultivadas in vitro em meio contendo 15 g L™ de sacarose e ANA, com excecao
da SOD, indicando que a menor concentracao de sacarose adicionada ao meio de cultivo
in vitro pode apresentar um efeito residual consideravel e prejudicial no
desenvolvimento posterior das plantas, fazendo com que elas sejam menos resistentes
ao estresse hidrico. Braga (2011) encontrou resultados similares com P. albiflos,
evidenciando maior sensibilidade dos materiais cultivados em meio com a menor
concentracdo de sacarose.

Na literatura, a maioria dos trabalhos menciona aumentos nas atividades das
enzimas antioxidativas em resposta ao estresse hidrico. Para plantas de Momordica
charantia submetidas a trés dias de falta de dgua, houve aumento nas atividades da
SOD, CAT e POD e reducdo na atividade da PPO (Agarwal & Shaheen, 2007). Sajedi
et al. (2011) observaram aumento nas atividades da SOD e CAT em tecidos de plantas
de milho mantidas sob supressdo da irrigacdo. Ennajeh et al. (2009), trabalhando com
dois cultivares de oliveira (Olea europaea) apresentando resisténcia diferencial ao
estresse hidrico, observaram em ambos aumentos nas atividades da CAT e POD em

resposta a desidratacdo do tecido foliar.
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As atividades enzimaticas podem oscilar em resposta ao estresse hidrico,
podendo haver aumentos da atividade nos tecidos em situacdes de estresse moderado e
reducdes sob estresse severo. Esse comportamento foi observado para a CAT, POD e
SOD em plantas de Oryza sativa e Alternanthera philoxeroides durante 30 dias de
suspensdo da irrigacdo (Gao et al., 2008), com sete gendtipos de trigo (Hameed et al.,
2011) e seis espécies lenhosas da China (Liu et al., 2011) submetidas a niveis crescentes
de deficit hidrico, assim como para a SOD e POD em quatro linhagens de nim
(Azadirachta indica) mantidas sob déficit hidrico (Zheng et al., 2010). Percebe-se,
portanto, que os efeitos do estresse hidrico sobre as plantas dependem da intensidade e
da duracgéo do estresse (Simova-Stoilova et al., 2008), podendo ocorrer comportamentos
distintos a medida que essas variaveis se modificam.

Abogadallah (2011), trabalhando com a espécie Pancratium maritimum,
observou reducéo significativa nas taxas de fotossintese e de transpiracdo em plantas
submetidas a periodos de 11 e 21 dias de estresse hidrico, bem como em plantas
submetidas a concentracGes crescentes de NaCl, em relagdo aos respectivos grupos
controle, sem estresses hidrico e salino, havendo aumento significativo nas atividades
da CAT e POD com o passar do tempo de desidratacdo. Em cultivo in vitro de Sesuvium
portulacastrum, Lokhande et al. (2010) observaram decréscimo significativo na
atividade da CAT em resposta ao estresse hidrico causado por adicdo de NaCl ao meio
de cultura, e tendéncia de aumento na atividade da SOD, embora ndo téo evidente. Em
um trabalho posterior com a mesma espécie e sob o mesmo tipo de estresse, aumentos
significativos na atividade da SOD foram evidenciados (Lokhande et al., 2011).

Hu et al. (2010) observaram aumentos significativos nas atividades da SOD nos
seus principais locais de ocorréncia, cloroplastos, mitocondria e citosol, apds estresse
hidrico causado por um periodo de cinco dias de suspensdo da irrigacdo, em dois
cultivares de pimenta (Capsicum annuum). Yang et al. (2010) encontraram aumento
significativo nas atividades da SOD e da CAT em decorréncia do estresse hidrico
causado pela adicéo de concentracdes crescentes de NaCl, e decréscimo na atividade da
POD, em cultivos de calos da halofita Nitraria tangutorum.

Apos a reidratacdo das plantas de P. encholirioides, ndo foram encontradas
diferencas entre o grupo controle, ndo submetido ao estresse hidrico, e 0s demais
tratamentos (Figuras 19, 20, 21 e 22). As atividades enzimaticas foram estatisticamente
semelhantes, independentemente do tempo de desidratacéo e da origem do material, o

que sugere uma elevada capacidade de adaptacéo das plantas dessa espécie as condigdes
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de estresse e de recuperacdo apés a retirada do agente estressante. O mesmo nao
aconteceu com P. albiflos, que apresentou menor recuperagdo das atividades
enzimaticas apo0s a reidratacdo (Braga, 2011).

4.4 — Pigmentos

Com relacdo aos teores de pigmentos (clorofilas a e b, clorofilas e carotenoides
totais), os resultados evidenciaram, em geral, menor acimulo nos tecidos das plantas
mantidas in vitro em tubos de ensaio vedados, principalmente nos meios de cultivo
adicionados de ANA, nos quais os valores foram significativamente menores (Figuras
11 e 12). Observou-se, dessa forma, que a vedacao dos tubos de ensaio foi prejudicial ao
desenvolvimento autotrofico das plantas, causando menor protecdo do aparato
fotossintético, uma vez que houve menor producdo de pigmentos fotossintéticos e de
carotenoides. Essa mesma resposta foi observada por Braga (2011) com plantas de P.
albiflos.

De maneira geral, houve maior acimulo de pigmentos nos tecidos provenientes
de meios adicionados da maior concentracdo de sacarose em relacdo a menor, em meio
contendo GAg3, ocorrendo exatamente o contrario nos materiais adicionados de ANA,
nos quais os valores foram significativamente menores, independentemente do tipo de
vedacdo (Figuras 11 e 12). Essas diferencas de comportamento ndo permitiram uma
generalizacdo quanto aos efeitos das diferentes concentracbes de sacarose sobre a
producdo dos pigmentos fotossintéticos, embora, na literatura, seja relatado que a
presenca desse carboidrato nos meios de cultivo inibe especificamente a formacdo das
clorofilas, tornando menos viavel o crescimento autotrofico por diminuir a taxa
fotossintética das plantas (George et al., 2008). Em contraste, os efeitos da vedacéo
hermética se mostraram prejudiciais em todos os casos, independentemente da
concentracdo de sacarose e do regulador de crescimento utilizados, levando a menor
producdo dos pigmentos fotossintéticos. Diferencas no acumulo de pigmentos em
resposta a variacdo na concentracdo de sacarose entre tecidos provenientes de meios
adicionados de diferentes reguladores de crescimento também foram observadas por
Braga (2011) em trabalho com P. albiflos.
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Mohamed & Alsadon (2010), estudando uma espécie de batata, ndo observaram
diferencas significativas para o contetdo de clorofila a entre materiais provenientes de
dois sistemas de vedacdo, ventilados e ndo ventilados, em nenhuma das trés
concentragBes de sacarose adicionadas a0 meio de cultivo (10, 20 ou 30 g L™). A
concentracdo mais elevada de sacarose afetou negativamente o teor de clorofila a, sendo
a concentracdo intermediaria aquela que melhor promoveu a sintese desse pigmento. A
resposta para a clorofila b foi diferente, ndo havendo efeitos da concentracdo de
sacarose, embora a ventilacdo dos frascos de cultura tenha afetado positivamente o0s
teores desse pigmento.

De maneira geral, comparando-se os efeitos da concentracdo de sacarose, ndo
foram encontradas diferencas na relacdo clorofila a/clorofila b entre os tecidos das
plantas cultivadas em meio com GAgs, havendo menores contelldos em meio adicionado
de 30 g L™ de sacarose, em relagdo & menor concentracéo, em presenca de ANA. Para a
relagéo clorofilas totais/carotenoides totais, menores valores foram encontrados nos
tecidos provenientes de tubos ndo vedados em relacdo aos vedados somente em meio
adicionado da maior concentracdo de sacarose (Figura 13). Contrariamente, Braga
(2011) nd@o encontrou diferencas nas relacdes clorofila a/clorofila b e clorofilas
totais/carotenoides totais entre o0s tratamentos, tanto para as condigdes de cultivo in vitro
quanto para as condigdes ex vitro.

Diferentemente do que foi relatado por Braga (2011), no presente estudo nédo
foram observadas diferencas no acumulo de pigmentos e nas relagdes clorofila
alclorofila b e clorofilas totais/carotenoides totais entre 0s tratamentos, ap0s a
aclimatizacdo ex vitro (Figuras 11, 12 e 13). Esses resultados sugerem que ap0s um
longo periodo de manutencdo das plantas em casa de vegetacdo, as influéncias das
condicdes de cultivo in vitro sobre esses parametros podem se perder.

Gour et al. (2007) consideram o contetdo de clorofilas um dos parametros mais
importantes para a determinacdo do estadio adequado de endurecimento das plantas
apos aclimatizacdo. Para esses autores, quando o conteudo de clorofilas em plantas
oriundas de cultivo in vitro alcanca 95% dos valores encontrados em plantas mantidas
em ambiente natural, elas podem ser consideradas suficientemente endurecidas para
sobreviverem em condicdes de campo.

Os carotenoides também sdo pigmentos fundamentais na prote¢do do aparelho
fotossintético contra os danos causados pelo estresse hidrico. Eles fazem parte dos

sistemas de defesa antioxidantes ndo-enzimaticos, atuando na protecdo dos
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fotossistemas pela captura do excesso de energia das clorofilas no estado excitado,
prevenindo, consequentemente, a formacdo de EROs (Perl-Treves & Perl, 2002;
Pospisilova et al., 2009). Ademais, as condi¢Ges de crescimento e diversos fatores
ambientais podem modificar a razdo clorofila a/clorofila b (Lichtenthaler, 1987).
Assim como observado por Braga (2011), no presente trabalho houve reducdo no
contetdo dos pigmentos e das relacfes entre eles em alguns tratamentos ap6s o periodo
de aclimatizacdo, em relacdo ao material mantido in vitro. Essa reducdo ocorreu
principalmente nos tecidos provenientes dos meios adicionados de GA3, sendo que nos
meios suplementados com o ANA houve aumentos nos conteldos de pigmentos,
principalmente nos materiais vedados (Figuras 11, 12 e 13).

Os teores de clorofilas podem ser maiores ou menores nas folhas das plantas in
vitro do que nas plantas ap6s aclimatizacdo, dependendo de fatores como irradiancia,
composicdo do meio de cultivo e da concentracdo de CO; (Pospisilova et al., 2009).
Alem disso, o tipo de folha utilizado nas analises também influencia os resultados. As
folhas persistentes geralmente apresentam queda nos teores de pigmentos apds
aclimatizacdo, mas as folhas novas que surgem apds esse processo tendem a acumular
mais clorofilas e carotenoides (Van Huylenbroeck et al., 2000; Carvalho et al., 2001).
Faisal & Anis (2009), trabalhando com Rauvolfia tetraphylla, observaram aumentos nos
teores de clorofilas a e b nas folhas novas formadas apos a transferéncia das plantas,
com o passar do tempo de aclimatizagdo, durante 28 dias apos a transferéncia das
plantas para condicdes ex vitro. ApOs os primeiros sete dias houve diminuicdo nos
teores de carotenoides em relacdo ao material in vitro, havendo aumento linear a partir
desse ponto. O gendtipo da planta também pode influenciar o comportamento dos
pigmentos. Borghezan et al. (2003), trabalhando com seis genotipos de videira (Vitis
spp.), observaram em dois deles maior teor de clorofilas totais nos tecidos das plantas
ainda in vitro em comparacgdo ao material aclimatizado em casa de vegetacéo, ocorrendo
0 contrario com 0s outros quatro gendtipos. Os efeitos de diferentes sistemas de
vedacdo, hermético e ndo-hermético, sobre o crescimento in vitro e sobre o contetdo de
clorofilas também foram avaliados por Chanemougasoundharam et al. (2004). Plantulas
cultivadas em frascos fechados hermeticamente apresentaram peso fresco elevado
(hiperidricidade), diversas anormalidades morfoldgicas, alto indice de senescéncia e
teores de clorofila reduzidos, o que é bastante prejudicial a aclimatizacdo em condicGes

ex vitro.
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Com relacdo ao experimento de desidratagdo, nos quais as plantas foram
submetidas ao estresse hidrico, houve acUmulo de pigmentos em resposta ao
prolongamento do déficit hidrico nos tecidos das plantas cultivadas in vitro em meios
adicionados de 30 g L™ de sacarose e GAs ocorrendo oscilagdes nos materiais
provenientes de meios de cultura contendo 15 g L™ de sacarose e ANA (Figuras 23 e
24). Esses resultados podem ser explicados pela maior reducdo no contetdo relativo de
agua nos tecidos provenientes de plantas mantidas in vitro em meio adicionado da maior
concentracdo de sacarose, 0 que exigiu a utilizacdo de uma maior quantidade de tecidos
frescos para a obtengdo da mesma massa foliar utilizada no ensaio de determinagéo do
conteldo de pigmentos, fato esse reforcado pelo maior incremento nos teores de
proteinas totais, também observado nessas condi¢fes de desidratacao.

Apesar de a reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos, resultante da queda
na sintese e/ou do aumento na degradacdo, ser um sintoma tipico do estresse oxidativo
(Smirnoff, 1993), diferentes resultados podem ser encontrados na literatura (Jaleel et al.,
2009). Em alguns estudos o estresse hidrico ndo influenciou significativamente o
conteddo de pigmentos, como observado por Ashraf & Iram (2005), trabalhando com
duas espécies de leguminosas (Phaseolus vulgaris e Sesbania aculeata) submetidas a 45
dias de déficit hidrico, assim como por Braga (2011), com P. albiflos. Contrariamente,
Parida et al. (2007) encontraram diminuicao significativa no contetudo de clorofilas e
carotenoides totais apds um periodo de sete dias de estresse hidrico, alem de reducdo na
relacdo clorofila a/clorofila b, trabalhando com dois gendtipos de algodoeiro
(Gossypium hirsutum) diferencialmente tolerantes a seca. Em trabalho similar, também
com diferentes genotipos de algodoeiro, resultados semelhantes foram encontrados apos
0 mesmo periodo de estresse hidrico (Shah et al., 2011). Para Momordica charantia
(Agarwal & Shaheen, 2007) e para seis espécies de plantas lenhosas da China (Liu et
al., 2011), os estudos também evidenciaram reducdo significativa nos conteudos desses
pigmentos com o aumento da intensidade do estresse hidrico.

Zheng et al. (2010) observaram reducdo nos teores de clorofilas a, b, clorofilas
totais e na relacdo clorofila a/b em resposta ao estresse hidrico em quatro linhagens de
nim (Azadirachta indica). Para 15 gendtipos de algodoeiro submetidos a sete dias sem
irrigacdo também houve reducdo nos teores de clorofilas a e b e de carotenoides e,
contrariamente, aumentos na relacdo clorofila a/b (Shah et al., 2011). J& Li et al. (2011),

trabalhando com a leguminosa Campylotropis polyantha, encontraram aumentos nos
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teores de clorofilas a, b, totais e carotenoides totais com o prolongamento do estresse
hidrico, e diminui¢&o da relacéo clorofila a/b.

Apods a reidratacdo das plantas que foram submetidas ao estresse hidrico, as
diferencas encontradas entre os tratamentos tenderam a desaparecer, e os valores
encontrados para os conteudos de pigmentos foram, de maneira geral, semelhantes ao
do controle, ndo submetido a desidratacdo (Figuras 23, 24 e 25). Esse fato demonstra
que os efeitos prejudiciais da deficiéncia de agua tendem a ser revertidos quando as
plantas voltam a receber irrigacdo periddica. Resultados similares foram encontrados
por Parida et al. (2007) apés sete dias de reidratacdo das plantas anteriormente
desidratadas, com o recuperacdo dos teores de pigmentos (clorofila e carotenoides
totais) em niveis semelhantes aos apresentados pelo grupo controle.

4.5 — Carboidratos

No presente trabalho houve, em geral, aumentos no acumulo de carboidratos
soluveis totais, sacarose e agucares redutores com o prolongamento do periodo de
desidratacdo, independentemente da origem do material (Figuras 26, 27 e 28). Com
relacdo ao amido, ndo foram encontradas diferencas significativas entre o controle e os
demais tratamentos, no material proveniente de meios de cultura contendo 30 g L™ de
sacarose e GAgz, havendo aumento gradual no acimulo em tecidos provenientes de
meios contendo 15 g L™ de sacarose e ANA (Figura 29).

Apesar de 0 acimulo de solutos, dentre eles os carboidratos, estar relacionado ao
processo de regulacdo osmotica e manutencdo do potencial hidrico celular em periodos
de seca (Seki et al., 2007), resultados distintos podem ser encontrados na literatura.
Maia et al. (2007), trabalhando com duas variedades de milho (Zea mays) submetidas a
cinco dias de estresse hidrico, observaram aumentos significativos nos teores de
carboidratos soluveis totais nas plantas estressadas, em relacdo ao controle. O mesmo
foi observado para a espécie haléfita Sesuvium portulacastrum, submetida ao estresse
osmético por adicdo de concentracfes crescentes de NaCl (Lokhande et al., 2010). Ao
contrario, Silva et al. (2009) observaram queda significativa nos teores de carboidratos
soluveis totais em tecidos de umbuzeiro (Spondias tuberosa) submetidos ao estresse

hidrico por suspenséo da irrigacao.
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Garg et al. (2001) observaram aumento gradual nos teores de carboidratos
soluveis totais e agUcares redutores por um periodo de até 9 dias de estresse hidrico em
uma espécie de leguminosa (Vigna aconitifolia), havendo, ao mesmo tempo, reducao
significativa nos teores de amido. Resultados similares foram encontrados para
diferentes genotipos de algodoeiro (Gossypium hirsutum) submetidos ao estresse hidrico
(Marur, 1998; Parida et al., 2007) e para plantas jovens de lobeira (Solanum
lycocarpum) submetidas a restricdo hidrica (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin,
2001). Para dois cultivares de oliveira (Olea europaea) com resisténcia diferencial ao
estresse hidrico, houve acumulo de diferentes aclcares envolvidos tanto na
osmorregulacdo quanto na osmoprotecdo de componentes celulares em condicGes de
déficit hidrico severo (Ennajeh et al., 2009).

Girardi & Pescador (2010), trabalhando com gengibre (Zingiber officinale),
observaram maiores teores de amido nos tecidos mantidos in vitro, em relacdo ao
material aclimatizado apds 60 dias em casa de vegetacdo, havendo, portanto, reducdo
em situacdo de estresse hidrico. Nesse caso, a aclimatizacdo foi 0 agente causador do
estresse, uma vez que as plantas perderam grande quantidade de agua devido as
anormalidades morfologicas, anatdmicas e fisiologicas que ocorreram sob condicdes de
cultivo in vitro, impossibilitando a manutencdo do potencial hidrico apds a transferéncia
para um local com menor umidade relativa do ar. Esses autores também observaram
aumentos nos teores de carboidratos soluveis totais concomitantemente a reducdo nos
teores de amido, o que também foi encontrado por Mohammadkhani & Heidari (2008)
para duas variedades de milho sob condicdes de estresse hidrico causado pela adigéo de
diferentes concentracdes de polietileno glicol (PEG).

A resposta de reducdo observada nos teores de amido, com incremento paralelo
nos teores de carboidratos soliveis em situacdes de estresse hidrico, é associada na
literatura aos efeitos da enzima amilase (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001).
Essa resposta, também observada por Braga (2011) para P. albiflos, ndo foi encontrada
no presente trabalho, que evidenciou aumentos ou manutencdo dos niveis de amido em
resposta ao prolongamento do estresse hidrico, o que possivelmente ocorreu em
resposta a manutencdo da taxa fotossintética nas plantas de P. encholirioides, havendo,
assim, menor necessidade de catalise desse carboidrato de reserva para obtencdo de
energia.

A seca pode resultar em alteracGes na relacdo dos produtos finais da fotossintese,

amido e sacarose, uma vez que a taxa de sintese de sacarose e de quebra de amido sdo
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influenciadas pelo déficit hidrico (Reddy et al., 2004). Portanto, os resultados
encontrados no presente trabalho podem ser evidéncia de uma possivel maior tolerancia
ao estresse hidrico de plantas de P. encholirioides em comparacdo a P. albiflos, pelo
menos no que se refere @ manutencdo das taxas fotossintéticas.

Apos a reidratacdo, os teores de carboidratos sollveis totais, sacarose, aglcares
redutores e amido, observados nos tratamentos submetidos ao estresse hidrico, foram
estatisticamente semelhantes ao controle, mantido sob irrigagdo periddica (Figuras 26,
27, 28 e 29), 0 que sugere a recuperacdo metabolica do material apds a reidratacéo,
independentemente da sua origem, evidenciando elevada capacidade de tolerancia de
plantas de P. encholirioides a desidratacdo. Resultados similares foram encontrados por
Parida et al. (2007), que também observaram recuperacdo dos niveis de carboidratos
soluveis totais, acucares redutores e amido apos a reidratacdo de plantas de algoddo

previamente submetidas ao estresse hidrico.
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5 — Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

- O cultivo in vitro de P. encholirioides em meio de cultura adicionado de 30 g
L™ de sacarose e ANA proporcionou melhores resultados quanto ao acmulo de prolina.
Além disso, as maiores atividades da SOD, CAT e PPO em materiais provenientes de
meios de cultura contendo a menor concentracao de sacarose sugeriram maior estresse
oxidativo e necessidade de ativagdo mais intensa das enzimas antioxidativas, 0 que,
provavelmente, teria como consequéncia, uma menor sobrevivéncia caso as plantas
procedentes desses tratamentos fossem transferidas diretamente para o campo. A
vedacdo hermética dos tubos de ensaio também se mostrou prejudicial, aumentando as
atividades da SOD e CAT e, principalmente, reduzindo o acUimulo de pigmentos
fotossintéticos.

- Apoés aclimatizagdo ex vitro, ndo foram encontradas diferengas entre 0s
tratamentos para a maioria dos parametros analisados ou, entdo, os dados oscilaram de
maneira a ndo permitir uma generalizacdo quanto aos efeitos residuais da sacarose
utilizada durante o cultivo in vitro.

- Plantas provenientes do cultivo in vitro em meio de cultura contendo 30 g L™
de sacarose e GA; apresentaram maior tolerdncia a desidratacdo, devido,
principalmente, ao maior acumulo de prolina e proteinas sollveis totais, menor reducao
e/ou manutencdo nas atividades enzimaticas, além do aumento nos teores de pigmentos
fotossintéticos durante o periodo de estresse hidrico.

- ApoOs a reidratacdo, as plantas demonstraram elevada capacidade de
recuperacdo, apresentando, em todas as analises realizadas, valores similares aos do
controle, ndo submetido a desidratacéo.

- O cultivo in vitro em meio de cultura adicionado de 30 g L™ de sacarose e em
recipientes que permitem trocas gasosas € 0 mais indicado, resultando em alteracdes
metabolicas menos intensas nessa etapa da micropropagacdo. Sob essas condi¢cdes, as
plantas de P. encholirioides apresentariam maior resisténcia ao transplantio e,
provavelmente, maior sobrevivéncia a periodos prolongados de estresse hidrico, aos

quais, frequentemente, estdo submetidas no ambiente natural.
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