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RESUMO - A familia Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical, contando
com 52 géneros que abrangem 3.320 espécies. Das espécies de bromélias, 34% sdo exclusivas da
Mata Atlantica, sendo que Portea petropolitana e Billbergia horrida se enquadram nessa categoria.
O acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas, somado ao extrativismo predatorio, tem
levado a reducOes drasticas nas populacGes. Apesar de sua importancia ecoldgica, medicinal e
ornamental, a realizacdo de pesquisas fisioloégicas com bromélias ainda € rara. A cultura de tecidos
apresenta-se como uma alternativa bastante atrativa para a conservagdo de espécies ameacadas,
possibilitando a obencdo de taxas elevadas de multiplicacdo a partir de diferentes explantes.
Visando promover a conservacao in vitro de plantas de Billbergia horrida, Portea petropolitana e
Tillandsia polystachia assim como a multiplicagcdo em larga escala, este estudo teve por objetivos o
estabelecimento de protocolos eficientes de multiplicacdo utilizando diferentes reguladores de
crescimento (BAP, CIN, TDZ e GA3) buscando identificar as concentracdes ideais dos mesmos
para o cultivo de cada uma das espécies. O tratamento gque promoveu as maiores taxas de
multiplicagdo in vitro de P. petropolitana foi o suplementado com BAP a 7,5 uM. As maiores taxas
de enraizamento foram observadas no tratamento suplementado com 5 uM de GAj. Para B. horrida
o0 tratamento que promoveu as maiores taxas de propagacao in vitro foi o suplementado com BAP a
2,5 uM. Plantulas com maior nimero de raizes foram obtidas em resposta a suplementacdo do meio
de cultura com GAsza 2,5 uM. O tratamento que promoveu a melhor taxa de propagacéo in vitro de
T. polystachia foi o suplementado com BAP a 2,5 uM. Um maior niimero de raizes foi obtido em
resposta a0 GAsz a 10 uM. Plantulas das trés espécies foram eficientemente aclimatizadas ex vitro.
Devido a presenca do O, na atmosfera terrestre, a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) é um processo inevitdvel em eventos metabolicos essenciais como a fotossintese e a
respiracdo. Os sistemas de defesa que promovem a eliminagdo das EROs envolvem mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos. Embora alguns estudos tenham investigado a separacao funcional
existente ao longo das folhas de bromélias epifitas com tanque, alguns deles inclusive envolvendo
enzimas essenciais ao metabolismo vegetal, pesquisas relacionando os sistemas enzimaticos e
isoenzimaticos antioxidativos nas diferentes regides das folhas de bromélias inexistem até o
momento. No presente estudo, em plantas mantidas em condi¢fes de campo, foram avaliadas as
atividades enzimaticas brutas e os perfis isoenzimaticos das enzimas catalase (CAT), peroxidase
(POD) e superoxido dismutase (SOD) em diferentes regides das folhas (apical, mediana e basal) de
Portea Petropolitana e Billbergia horrida, assim como em diferentes estratos de altura de um
foréfito (inferior, mediano e superior) em Tillandsia polystachia. Padrdes especificos de expressdo
das isoenzimas SOD e POD foram observados nas diferentes porgdes das folhas de P.
petropolitana. A atividade da CAT ndo foi detectada em nenhuma das porc¢des das folhas das trés

espécies. O maior numero de isoformas da SOD e a maior intensidade da isoforma da POD,



observados na regido apical das folhas de P. petropolitana, estdo, aparentemente, relacionados a
atividade metabolica mais intensa resultante da maior atividade fotossintética e do nivel de
maturidade dessa porcéo da folha. Esses resultados foram corroborados pelas maiores atividades
dessas enzimas também observadas na porcdo apical das folhas por meio de métodos
espectrofotométricos. A regido apical da folha é o principal sitio de assimilacdo fotossintética e de
biossintese de parede celular e lignina nas bromélias, envolvendo processos metabolicos
normalmente relacionados a geracdo de EROs. Nos estudos de eletroforese realizados com B.
horrida um mesmo padrdo de isoformas da SOD foi observado em todas as regides foliares
avaliadas. Todavia, para a POD, diferentes padrdes de intensidade na expressdo isoenzimatica
foram detectados nas diferentes partes da folha. A maior intensidade das isoformas da POD
observada na regido apical das folhas também parece estar relacionada a maior maturidade
fisiolégica dessa regido, resultado corroborado pela atividade enzimatica mais intensa observada
para essa enzima na analise espectrofotométrica realizada com materiais provenientes da regiao
apical da folha. Durante a senescéncia foliar, as PODs, juntamente com outras enzimas, estdo
envolvidas na biossintese de parede celular e de lignina, através de mecanismos que envolvem a
producdo e o acimulo de EROs. Em T. polystachia, um mesmo padréo de isoenzimas da SOD foi
observado nos diferentes estratos do foréfito. Nessa espécie, a atividade da POD nédo foi observada
nas andlises de eletroforese, embora tenha sido detectada por espectrofotometria, especialmente nas
posi¢Bes medianas e mais elevados do foréfito. Na analise espectrofotométrica, as atividades das
CATs e das SODs mostraram padrbes de expressdo similares, com valores mais elevados
encontrados nas posicdes mais baixas e mais elevadas do forofito. Esses resultados revelaram a
ocorréncia de variacdo na atividade enziméatica em plantas de T. polystachia em resposta a posi¢édo
(altura) no forofito. O teor de proteinas também seguiu 0 mesmo padrdo em resposta ao estrato de
localizacdo das plantas no foréfito. Os resultados encontrados no presente estudo permitem concluir
que, para as trés espécies estudadas, o BAP foi o regulador de crescimento que promoveu as
maiores taxas de multiplicacdo in vitro, sendo 0 GA3 o regulador de crescimento que possibilitou a
obtencdo de pléantulas enraizadas e prontas para a fase de aclimatizacdo. As trés espécies de
bromélias estudadas foram eficientemente aclimatizadas apos trés meses de cultivo in vitro. O perfil
de expressdo das isoenzimas da SOD e da POD variou conforme as regides das folhas em P.
petropolitana. Em B. horrida, a SOD exibiu 0 mesmo padrédo de isoformas em todas as regides
foliares, embora diferentes padrdes de intensidade na expressdo isoenzimatica da POD tenham sido
detectados. Em T. polystachia, a SOD exibiu 0 mesmo perfil de isoenzimas nos diferentes estratos
do fordfito. Esses resultados sdo os primeiros relatos sobre a variacdo espacial da atividade

enzimatica antioxidativa e da expressao isoenzimatica em folhas de espécies de bromélias.
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ABSTRACT - Bromeliaceae has essentially neotropical distribution, with 52 genera covering 3,320
species. The bromeliad species, 34% are unique to the Atlantic Forest, Portea petropolitana and
Billbergia horrida fall into this category. The accelerated process of destruction of ecosystems,
coupled with the predatory extraction has led to drastic reductions in populations. Although its
ecological importance, medicinal and ornamental, conducting physiological studies with bromeliads
is still rare. Tissue culture is presented as a very attractive alternative for the conservation of
endangered species, allowing obencdo of high multiplication rates from different explants. To
promote in vitro conservation Billbergia horrida, Portea petropolitana and Tillandsia polystachia
plants as multiplication on a large scale, this study aimed to establish efficient multiplication
protocols using different growth regulators (BAP, KIN, TDZ and GA3 ) seeking to identify the
optimal concentrations there of for the cultivation of individual species. The treatment produced the
greatest in vitro multiplication rates of P. petropolitana was supplemented with BAP at 7.5 uM. The
highest rooting rates were observed in the treatment supplemented with 5 uM of GAs. To B. horrida
treatment which produced the greatest of in vitro propagation rates was supplemented with 2.5 uM
BAP. Seedlings with larger roots were obtained in response to the supplementation of culture
medium with GA3z at 2.5 uM. The treatment promoted the best in vitro propagation rate T.
polystachia was supplemented with 2.5 uM BAP. A higher number of roots was obtained in
response to GA3; 10 uM. Seedlings of the three species were efficiently acclimatized ex vitro. Due to
the presence of O, in the atmosphere, the formation of reactive oxygen species (ROS) is an
inevitable process in essential metabolic events such as photosynthesis and respiration. Defense
systems that promote the elimination of ROS involving enzymatic and non-enzymatic mechanisms.
Although some studies have investigated the existing functional compartmentalization along the
leaves of epiphytic bromeliad tank, including some involving enzymes essential to plant
metabolism, research relating the enzyme systems and antioxidative isozyme in different regions of
the bromeliad leaves do not exist yet. In this study, in plants grown under field conditions, gross
enzymatic activities and enzyme profiles of catalase enzymes were evaluated (CAT), peroxidase
(POD) and superoxide dismutase (SOD) in different regions of the leaves (apical, median and basal
) of Portea petropolitana and Billbergia horrida, and in different strata of height of a host tree
(lower, middle and higher) in Tillandsia polystachia specific patterns of expression of SOD
isoenzymes and POD were observed in different portions of the sheets P. petropolitana. The CAT
activity was not detected in any of the portions of the sheets of the three species. The largest

number of isoforms of SOD and the greater intensity of isoform of POD, observed in the apical



region of P. petropolitana leaves are apparently related to more intense metabolic activity resulting
from higher photosynthetic activity and the level of maturity of this portion of the leaf. These
results were supported by higher activity of these enzymes also observed in the apical portion of the
leaves through spectrophotometric methods. The apical region of the leaf is the primary
photosynthetic assimilation site and cell wall biosynthesis and lignin in bromeliads, involving
metabolic processes typically related to the generation of ROS. In electrophoresis studies with B.
horrida the same pattern of SOD isoforms was observed in all evaluated foliar regions. However,
for the POD different intensity patterns in the isozyme expression were detected in different parts of
the sheet. The greatest intensity of POD isoforms observed in the apical region of the leaves also
seems to be related to increased physiological maturity of the region, a result confirmed by more
intense enzymatic activity observed for this enzyme in the spectrophotometric analysis with
materials from the apical region of the sheet. During senescence, the pods along with other
enzymes, are involved in cell wall biosynthesis and lignin, through mechanisms that envovem the
production and accumulation of ROS. In T. polystachia, the same pattern of SOD isoenzymes was
observed in different strata of the host tree. In this species, the POD activity was not observed in the
electrophoresis analysis, although it has been detected by spectrophotometry, especially in middle
positions and higher phorophyte. In the spectrophotometric analysis, the activities of CAT and
SODs showed similar patterns of expression, with highest values observed in lower positions and
higher phorophyte. These results revealed the occurrence of variation in the enzymatic activity in T.
polystachia plants in response to the position (height) in phorophyte. The protein content also
followed the same pattern in response to the stratum location of the plants in phorophyte. The
results of this study allow us to conclude that, for the three species studied, the BAP was the growth
regulator which promoted the highest in vitro multiplication rates, and the GA3; growth regulator
which enabled obtaining rooted and ready seedlings for the acclimatization phase. The three species
of bromeliads studied were efficiently acclimatized after three months of in vitro culture. The
expression profile of the isoenzymes of SOD and POD varied as the regions of the leaves of P.
petropolitana. In B. horrida, SOD exhibited the same pattern of isoforms in all foliar regions,
although different intensity patterns in the isozyme expression of POD were detected. In T.
polystachia, SOD showed the same profile of isozymes in different strata of the host tree. These
results are the first reports of the spatial variation of antioxidative enzyme activity and isoenzyme

expression in leaves of bromeliads species.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A familia Bromeliaceae é composta por 52 géneros que abrangem 3.320 espécies (The
PlantList, 2013) nativas das Ameéricas, com excecdo apenas de Pitcairnia feliciana, nativa da
Africa. A familia é predominantemente neotropical (Benzing, 2000), e subdividida em trés
subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (Smith & Downs, 1974; Cronquist,
1988). Atualmente, com base em estudos filogenéticos realizados por Givnish et al. (2011), propGe-
se uma nova classificacdo dos géneros nas subfamilias: Brocchinioideae, Bromeliaceae, Hechtia,
Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnia, Puyoideae e Tillandsioideae. O Brasil se destaca por
englobar aproximadamente 73% dos géneros e 38% das espécies de bromélias (Forzza et al., 2010).
A familia possui dois grandes centros de diversidade genética: a costa leste do Brasil, nos dominios
da Floresta Atlantica, o Escudo das Guianas e os Andes (Smith & Downs, 1974; Martinelli et al.,
2008).

A familia Bromeliaceae apresenta elevada riqueza, diversidade e endemismo nos dominios da
Mata Atlantica, possuindo o mais alto nimero de espécies ameacadas, fato que a coloca como
prioridade em programas de conservacdo da biodiversidade (Pilatti et al., 2011). Das espécies de
bromélias, 34% sdo exclusivas da Mata Atlantica, sendo que Portea petropolitana e Billbergia
horrida, duas das espécies foco do presente estudo, se encontram nessa categoria (Versieux &
Wendt, 2007). Dentre as especies de Bromeliaceae ocorrentes na Mata Atlantica cerca de 40%
encontram-se sob algum grau de ameaca, havendo, inclusive, espécies incluidas em mais de uma
categoria. E possivel que esse nimero esteja subestimado em funcdo do déficit de informacdes
relativas ao real estado de conservacao das populacdes em seus ambientes naturais (Martinelli et al.,
2008).

A exploragdo predatoria da Floresta Atlantica e o extrativismo para fins comerciais sdo as
principais fontes de abastecimento do mercado, ameacando muitas populacdes naturais (Mendes et
al., 2007). Segundo Martinelli et al. (2008), dez géneros de bromélias (Andrea, Canistropsis,
Canistrum, Edmundoa, Fernseea, Lymania, Nidularium, Portea, Quesnelia e Wittrockia) e 653
espécies sdo endémicos dos dominios da Mata Atlantica. O Bioma Mata Atlantica é uma das 35
areas listadas como hotspots mundiais para a conservacdo da vida selvagem (Myers, 2000; Zachos
& Habel, 2011). No entanto, restam apenas 11,73% da sua area original (Ribeiro et al., 2009). O
grau de ameaca a conservacao desse bioma € alarmante, devido aos niveis elevados de diversidade e
endemismo em seus dominios (Myers, 2000; Ribeiro et al., 2011).

As plantas epifitas destacam-se como uma das caracteristicas mais notaveis da Mata
Atlantica, com altos niveis de riqueza e diversidade (Kersten, 2010). As bromélias contribuem

significativamente para a manutencao da diversidade bioldgica, sendo o equilibrio interativo entre



as espécies um dos componentes mais marcantes das florestas tropicais (Benzing, 2000). O
extrativismo tem conduzido a uma acentuada reducdo da abundancia e da diversidade de bromelias
em diversas regifes, promovendo a perda de inumeras formas de vida microscopicas e
macroscopicas cujos ciclos de vida sdo dependentes das bromélias, o que tem ocasionado uma
reducdo da diversidade bioldgica dos ecossistemas como um todo (Rocha et al., 2004).

Em bromélias, a propagacdo sexual é considerada lenta. Em algumas espécies a maturacéo
das sementes pode ocorrer até um ano apos a polinizacdo (Stringueta et al., 2005). Em funcdo disso,
a cultura de tecidos apresenta-se como uma alternativa bastante promissora, apresentando vantagens
em relacdo aos métodos convencionais de propagacdo devido as elevadas taxas de obtencdo de
mudas a partir de uma Unica gema, a geracao de plantas livres de problemas fitossanitarios (Paiva et
al., 2006; Carvalho, Rodrigues & Santos, 2012) e as reducdes no tempo de obtencédo, espaco e nos
custos de producéo (Grattapaglia & Machado, 1999; Ayoama et al., 2012).

A micropropagacdo tem sido considerada uma estratégia eficiente para se propagar material
genético de espécies raras e ameacadas com a finalidade de assegurar, em longo prazo, a
sobrevivéncia desse material em seu ambiente natural (Mercier & Nievola, 2003). A tecnologia da
cultura de tecidos é eficiente como um meio para a conservacdo de germoplasma, assegurando a
sobrevivéncia de espécies de plantas e uma rapida propagacdo em massa visando a re-vegetacdo em
larga escala (Anis et al., 2012) e a producdo de materiais propagativos com elevada qualidade
genética. Em um levantamento realizado por Carvalho, Rodrigues & Santos (2012) sobre as plantas
micropropagadas no Brasil, foi relatado que 38,8% das mudas micropropagadas produzidas
correspondiam a flores e plantas ornamentais, com lideranca das orquideas e, logo em seguida, as
bromélias, com 30,7%, confirmando ser esta a segunda familia mais cultivada comercialmente. Os
principais géneros micropropagados de Bromeliaceae sdo: Guzmania, Tillandsia, Vriesea,
Neoregelia e Aechmea.

A propagacéo in vitro se constitui em uma alternativa tanto para a produgdo comercial de
bromélias quanto para a sua conservacdo na natureza (Tamaki et al., 2011). Visando avaliar a
eficiéncia da propagacdo in vitro e ex vitro de plantas de Alcantarea imperialis, Ayoama et al.
(2012) demonstraram a eficiéncia da técnica, destacando uma importante relacdo custo-beneficio
para producdo. Atraves da micropropagacdo € possivel obter grandes quantidades de plantas
uniformes durante todo o ano, uma vez que como as plantas permanecem em cultivo sob condic6es
controladas, ndo sofrem influéncia das variacGes climéaticas (Rocha, 2009). In vitro, as plantulas
crescem em ambiente controlado sob fotoperiodo fixo e baixa irradiancia, umidade do ar elevada e
reduzido fornecimento de nutrientes no meio de cultura, aléem de baixa concentracdo de CO, (EI

Atta et al., 2015). Em funcéo disso, 0 processo de aclimatacédo envolve diversas técnicas que podem

18



auxiliar ndo apenas nas etapas de restabelecimento ex vitro, como, também, na restauracdo de
ambientes degradados e no fornecimento de material vegetal para outras areas de pesquisa (Pence,
2011).

A Area de Protegdo Ambiental Mata do Krambeck se destaca dentre as areas florestadas do
municipio de Juiz de Fora em virtude de sua extensdo, constituindo-se em um dos maiores
fragmentos de mata urbana do Brasil. A APA Mata do Krambeck foi criada pela Lei Estadual
10943/92, abrangendo uma area de cerca de 374,1 ha. Recentemente, a area foi adquirida pela
Universidade Federal de Juiz de Fora com a finalidade transforma-la em um Jardim Boténico,
espaco que servira para estudos e pesquisas relacionadas principalmente a flora e fauna. A cobertura
vegetal da area é composta principalmente por uma matriz florestal, tipica de Mata Atlantica, cuja
tipologia é Floresta Estacional Semidecidual Montana (IBGE, 2012) que apresenta uma estrutura
secundéria. A Mata do Krambeck é uma comunidade arborea em regeneracdo a mais de setenta
anos, apresentando alta ocorréncia de espécies pioneiras e secundarias iniciais (Brito, 2014).

Os primeiros trabalhos envolvendo o cultivo in vitro de Bromeliaceae foram desenvolvidos na
década de 1970 (Mapes, 1973). Segundo Zornig (1996), quase todas as espécies de bromélias
podem ser produzidas por cultura de tecidos. Nos ultimos anos, diversos trabalhos relacionados ao
cultivo in vitro de bromélias vém sendo publicados na literatura, alguns deles envolvendo espécies
ameacadas de extin¢do (Carneiro & Mansur, 2004; Pompelli et al., 2005; Mendes et al., 2007;
Galvanese et al., 2007; Silva et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Rech-Filho et al., 2009; Freschi et
al., 2010; Souza et al., 2010; Dal vesco & Guerra 2011; Mollo et al. 2011; Kurita, 2011; Aoyama et
al., 2012; Carvalho et al., 2013; Carvalho et al., 2014; Santos, 2014). Os sistemas incluem,
basicamente, a propagacdo por meio de germinacgéo in vitro de sementes, a cultura de segmentos
nodais, a cultura de folhas e a producdo de sementes sintéticas (Alves et al., 2006; Silva et al.,
2008; Chu et al., 2010; Santos et al., 2010; Dal Vesco et al., 2011; Huang et al., 2011). A utilizacéo
de sementes € considerada a melhor opcdo quando se objetiva manter a variabilidade do material,
contrastando-se as demais formas em que a clonagem predomina, gerando individuos
geneticamente idénticos aos genitores, 0 que, por sua vez, é vantajoso para a propagacao comercial
de plantas ornamentais (Hartmann et al., 2002).

Os meios de cultura mais empregados para o cultivo in vitro de Bromeliaceae sdo os meios de
Murashige & Skoog (1962) - (MS) e de Knudson (1946) - (K), em suas formulagdes basicas ou
diluidas. As auxinas e as citocininas, em suas formas naturais ou sintéticas, sao 0s hormoénios mais
frequentemente utilizados na cultura de tecidos (Barrueto Cid & Teixeira, 2010). As citocininas
pertencem a um grupo de hormonios vegetais responsaveis por processos fisiolégicos muito

importantes, tais como a divisao celular e o estabelecimento de drenos, assim como a translocacéo
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de fotoassimilados para a regido onde se concentram. As citocininas sdo sintetizadas na raiz e
transportadas via Xilema para outras partes da planta (Taiz & Zeiger, 2013). As auxinas sdo
fitorreguladores que possuem acdo na formacao de raizes adventicias, ativacdo de células do cambio
e promocdo do crescimento de plantas (Kerbauy, 2012; Taiz & Zeiger, 2013). S&o sintetizadas em
regides de crescimento ativo, como no meristema apical do caule e nas gemas axilares ou laterais,
folhas jovens e meristemas das raizes (Taiz & Zeiger, 2013). O processo de iniciacdo e
desenvolvimento de raizes varia em sua exigéncia quanto ao tipo de auxina nas diferentes espécies
de plantas (El Atta et al., 2015). Nos estudos envolvendo o cultivo in vitro de bromélias, as maiores
taxas de multiplicacdo geralmente sdo observadas com a combinacdo de BAP e ANA (Mendes et
al., 2007; Faria et al., 2012; Silva et al., 2012). Em muitos protocolos de micropropagacdo de
bromélias 0 GA3 tem sido utilizado para promover o alongamento de brotos (Dal Vesco & Guerra,
2010; Dal Vesco et al. 2011; Scherer et al. 2013).

O balango adequado entre auxinas e citocininas € necessario para o estabelecimento de um
controle eficiente no crescimento e na diferenciacdo das culturas in vitro (Andrade, 2006). Uma alta
relacdo citocinina/auxina no meio de cultivo induz a proliferacdo de ramos, enquanto uma baixa
relagdo induz a formagdo de raizes. Por sua vez, quantidades equimolares de auxinas e citocininas
induzem a formacdo de calos (Taiz & Zeiger, 2013). A utilizacdo de citocininas, como o BAP, é
indispensavel a divisdo celular, superacdo da dominancia apical, inducéo e proliferacdo de gemas
axilares e diferenciacdo de gemas adventicias (Pinto, 2012). O BAP ¢ a citocinina
preferencialmente utilizada para a propagacao in vitro, uma vez que estimula a diviséo celular, bem
como o alongamento das células, ativa a sintese de RNA, estimula a sintese de proteinas e
atividades enzimaticas (Al Malki & Elmeer, 2010). As respostas obtidas a aplicacdo de reguladores
de crescimento variam conforme a espécie cultivada, de acordo com as classes hormonais e com as
concentracgdes utilizadas (Pinhal et al., 2011).

A instalagdo in vitro de bancos de germoplasma de Bromeliaceae apresenta especial
importancia, uma vez que diversas espécies encontram-se ameacadas de extingdo (Biodiversitas,
2005; IEF, 2008; MMA, 2014) em decorréncia de praticas extrativistas e da destruicdo e/ou
degradacéo dos habitats naturais, 0 que se agrava ainda mais para as espécies endémicas (Martinelli
et al., 2008). Portea petropolitana e Billbergia horrida sdo espécies exclusivas da Floresta
Atléntica brasileira (Forzza et al., 2014) e, por isso, suas populacdes naturais vém sendo ameacadas
pela acdo antropica, especialmente pela fragmentacdo de habitats. A espécie Billbergia
horrida caracteriza-se por apresentar roseta tubular robusta. Ocorre no leste do Brasil, desde a
Bahia até o Rio de Janeiro (Versieux et al., 2008). As folhas de Billbergia horrida séo de tamanho

médio e suas bainhas apresentam-se sobrepostas, formando um tanque que acumula agua e detritos
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em seu interior. Portea petropolitana é encontrada nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais e Rio de Janeiro (Versieux et al., 2008). Suas folhas s@o longas e apresentam-se dispostas
em rosetas, cujas bainhas foliares se encontram densamente sobrepostas formando tanque que
acumula &gua e detritos. Tilandsia polystachia ocorre nos estados da Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Parana (Martinelli et al., 2008).
Destaca-se dentre as Tillandsioidea, por ser a unica espécie cujas folhas formam tanque, estando
elas dispostas em rosetas amplas (Kremer, 2011).

As bromélias tanque atuam como espécies-chave para a manutengdo da biodiversidade e da
complexidade estrutural dos mais diversificados ambientes, uma vez que a agua e a matéria
organica acumulada na base de suas folhas funcionam como abrigo, locais de procriacédo e fontes de
alimento para diversos animais (Benzing, 2000). Em bromélias epifitas, as folhas sdo importantes
tanto para a assimilagdo quanto para a absor¢do de nutrientes, uma vez que as raizes sdo pouco
funcionais para essa finalidade (Takahashi et al., 2007). As raizes atuam mais na fixacéo da epifita
a planta hospedeira e a rocha do que na absorcao (Benzing, 2000), embora as raizes de bromélias
epifitas ndo sejam completamente incapazes de assimilar nutrientes (Takahashi & Mercier, 2011).
Zotz et al. (2002), sugeriram que, na maioria das bromélias tanque, em que as raizes sdo
primariamente afuncionais e as folhas podem ter funcdo tripla, de assimilagdo de carbono, absorcéo
e armazenamento de agua. Em funcdo disso, as bromélias epifitas desenvolveram folhas que
apresentam bainhas amplas e imbricadas, formando um tanque onde se acumulam agua e detritos,
que sdo absorvidos por meio de tricomas (Benzing, 2000).

As epifitas ndo possuem sistema radicular absortivo eficaz, dependendo das folhas e da
precipitacdo para seu abastecimento de agua (Benzing, 1990). As folhas de uma bromélia tanque
podem ser divididas em trés regiGes principais: a porcdo basal, cuja sobreposicdo das bainhas
foliares forma o tanque, que se encontra em contato com a agua e nutrientes (Benzing, 1990), e as
por¢des mediana e apical, as quais se encontram mais expostas a luz do que a porc¢éo basal (Popp et
al., 2003), consistindo, portanto, no sitio de assimilacéo fotossintética das bromélias (Freshi et al.,
2010).

Diversos estudos tem demonstrado que as bromélias tanque experimentam alguma diviséo
funcional ao longo do comprimento de suas folhas (Olivares & Medina 1990; Medina et al., 1994;
Popp et al., 2003; Takahashi et al., 2007; Freschi et al., 2010; Takahashi & Mercier 2011; Mioto &
Mercier 2013; Pereira et al., 2013). As diferentes partes da folha de bromélias epifitas que possuem
tanque podem estar expostas a condigdes ambientais diversas, tais como luminosidade,
sombreamento, agua e disponibilidade de nutrientes (Medina et al., 1994; Benzing, 1990). A por¢éo

basal de folhas de bromélias recebe pouca luminosidade devido as folhas se apresentarem
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estritamente imbricadas em rosetas formando o tanque. Além disso, a presenca de &gua no tanque
limita a capacidade de trocas gasosas das bases da folha com a atmosfera (Benzing, 2000). Nos
periodos chuvosos, essa parte das folhas geralmente permanece submersa em &gua e detritos
organicos se acumulam no interior do tanque, ao contrério da porcdo apical da folha, que se
encontra mais exposta a luminosidade e aos gases atmosféricos. As bases das folhas se encontram
sombreadas pelas laminas de folhas superiores quando estas se dispdem em rosetas (Olivares &
Medina, 1990). Segundo Freschi et al. (2010), a incidéncia de luz decresce do apice para a base das
folhas.

Vaérios estudos que investigaram a separacdo funcional em folhas de bromélias tanque
detectaram maiores atividades enzimaticas e acumulacdo de solutos diversos na porcéo apical das
folhas, sendo esta, portanto, uma regido fisiologicamente mais ativa. Em estudo com Ananas
comosus, Medina et al. (1994) detectaram maiores contetdos de nitrogénio e de lipidios no apice e
em regides medianas das folhas em comparacdo com as regides basais. Popp et al. (2003)
demostraram existéncia de gradientes longitudinais nas concentracGes de metabdlitos tais como
carboidratos e &cidos organicos nas folhas de espécies de bromélias, sendo que esses compostos se
tornam mais abundantes mais proximo ao &pice foliar. Em estudo com Vriesea gigantea, um
bromélia tanque epifita, Takahashi et al. (2007) detectaram atividades das enzimas sintetase da
glutamina e desidrogenase do glutamato dependente de NADH significativamente maiores nos
apices foliares e, além disso, observaram maiores quantidades de tricomas e menores nimeros de
estdmatos na base foliar em comparacdo ao apice. Segundo esses autores, a regido apical encontra-
se preferencialmente envolvida com a assimilagdo do nitrogénio, enquanto na porcao basal, ocorre a
sua absorcdo. Mioto & Mercier (2013) investigaram o modo pelo qual o &cido absicico e o 6xido
nitrico estdo envolvidos na regulacdo da expressdo do metabolismo MAC em plantas de Guzmania
monostachia submetidas a seca. Os autores quantificaram o ABA, NO e H,0, nas porc¢des apical e
basal das folhas e sugeriram que o ABA poderia ser um sinal sistémico a seca em toda a folha. No
entanto, 0 NO e o H,0O, seriam sinais restritos respectivamente as porc¢des apicais e basais das
folhas.

Segundo Takahashi & Mercier (2011), as porcOes apicais das folhas apresentam maior
expressao da rota fotossinética MAC, enquanto que as regides basais exibem menor expressao desta
via. Pereira et al. (2013), observaram um gradiente de acidez ao longo do comprimento da folha de
Guzmania monostachia quando as plantas foram mantidas sob deficit hidrico e analisaram o
envolvimento de citocininas endégenas como um possivel sinal de modulagdo tanto da reducdo do
NO3z quanto da fixacdo de CO, ao longo da lamina da folha. Takahashi & Mercier (2011),

detectaram atividades das enzimas glutamina sintetase (GS), glutamato desidrogenase (NADH-
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GDH), contetdos de clorofila total e de amido significativamente maiores no &pice do que na base
em folhas de Vriesea gigantea, sendo o teor de amido na regido apical aproximadamente trés vezes
maior do que o encontrado na regido basal.

Em estudo com Guzmania monostachia, Pereira et al. (2013) caracterizaram o padréo espacial
de expressdo do metabolismo MAC em resposta ao déficit hidrico. Os autores detectaram uma
separacao espacial clara nos processos de assimilacdo do nitrogénio e de reducdo do carbono ao
longo da folha, sendo que a nitrato redutase apresentou maior atividade enzimatica na por¢éo basal
da folha, enquanto a fosfoenolpiruvatocarboxilase (PEPC) e a malato desidrogenase (MDH)
exibiram maior atividade na porcéo apical de folhas MAC induzidas. Nessa regido também ocorreu
maior acumulacdo noturna de &cidos organicos, principalmente dos acidos malico e citrico.
Segundo Freschi et al. (2010), o déficit hidrico induz aumentos no contetido de acidos organicos na
porcdo apical das folhas de G. monostachia. Nessa regido das folhas os autores observaram as
maiores atividades das enzimas do metabolismo MAC. Por sua vez, a por¢do basal da folha
apresentou niveis mais baixos de acumulagdo noturna de &cidos organicos e menores atividades das
enzimas PEPC e MDH quando comparadas com o apice.

Segundo Olivares & Medina (1990), um gradiente de maturidade se estabelece a partir do
centro para a periferia em plantas que formam rosetas, assim como a partir da base para a ponta de
cada folha. VariacGes longitudinais nos teores de agua sdo frequentemente observadas em plantas
cujas folhas se dispdem em roseta. Em Ananas comosus, 0 contetido absoluto de agua diminui a
partir da base para o apice das folhas (Popp 2003). Em contraste , a incidéncia de luz decresce do
apice para a base das folhas, fazendo com que a porc¢do apical se encontre mais exposta a luz do
que a basal durante a vida dtil das folhas, ocasionandno um gradiente longitudinal de luz (Popp et
al., 2003; Freschi et al. 2010). A regido apical é considerada, portanto, o sitio de assimilacdo
fotossintética das bromélias (Freshi et al., 2010). Cryan et al. (2015) estudaram as vias
fotossintéticas na familia Bromeliaceae e ndo observaram uma via fotossintética predominante,
sendo 57% das espécies C3 e 43% das especies MAC. Os resultados obtidos por esses autores
mostraram um gradiente altitudinal na frequéncia de vias fotossintéticas, com a maioria das espécies
C3 encontrados em elevac¢des medianas (500-1500 m).

A disposicdo das folhas em roseta cria um ambiente de luz altamente variavel. Isso ocorre
devido ao fato de o angulo de inclinacdo das folhas diminuir com a idade das mesmas e o
autosombreamento aumentar com o namero de folhas (Popp et al., 2003). Segundo Freschi et al.
(2010), as porcdes apicais das folhas de Guzmania monostachia apresentam maior expressao do

metabolismo MAC, enquanto nas regides basais relatou-se menor expressdao dessa via
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fotossintética. Zotz et al. (2002) verificaram que a taxa fotossintética na regido apical de folhas de
Vriesea sanguinolenta foi maior do que a encontrada na porcao basal.

Segundo Foyer & Fletcher (2001), diversas espécies reativas de oxigénio (EROs) séo
formadas durante a fotossintese. O oxigénio é um aceptor natural de elétrons que sobram na cadeia
de transporte de elétrons (CTE) da fotossintese, o que resulta na formacdo do radical superdxido
(O2™) nos tilacoides (Veljovid-Jovanovi(, 1998). Quando a ferredoxina se encontra muito reduzida
durante o fluxo de elétrons na CTE, os elétrons podem ser transferidos do fotossistema | para o
oxigénio, conduzindo a formagdo do radical O,". Esse processo estimula novas reacdes na CTE,
intensificando a geracdo de EROs em um processo conhecido como reagdo de Mehler (Panda &
Khan, 2009), o que se observa principalmente sob altas intensidades luminosas (Taiz & Zeiger,
2013). A reducdo do O, pode levar a producdo de duas outras EROs, o perdxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxila (OH") (Kalaji et al., 2014). Os centros de reacdo do PSI e PSII nos
tilacides dos cloroplastos sdo os principais sitios de geracdo de EROs (Asada, 2006). Organelas
com alta atividade metabdlica oxidante e elevada taxa de fluxo de elétrons, tais como cloroplastos e
mitocéndrias, sdo as principais fontes de EROs em plantas (Mittler et al., 2004; Scandalios, 2005;
Ren et al., 2016).

Embora necesséario para o desempenho das fun¢des celulares, o O, conduz, inevitavelmente, a
formacdo EROs em eventos metabdlicos essenciais como a fotossintese, respiracdo e
fotorrespiracao (Mittler et al., 2002; Bhattacharjee et al., 2012; Karuppanapandian et al., 2011). As
EROs sdo subprodutos de diferentes vias metabolicas e sdo produzidas ndo apenas nos cloroplastos,
mas, também, nas mitocéndrias, parede celular, peroxissomas, reticulo endoplasmatico e na
membrana plasmatica (Easwar & Chaitanya, 2016). As EROs séo o resultado da reducdo parcial do
O, atmosférico (Ren et al., 2016), sendo consideradas “subprodutos inevitaveis” do metabolismo
aerobico nas plantas (Asada et al., 1987; Gratdo et al., 2005; Moller, 2001), embora, quando se
acumulam em niveis toxicos, possam levar as células a morte (Mittler, 2002). Os estresses bioticos
e abidticos provocam o aumento na geracdo de EROs nas plantas (Maller & Sweet Love, 2012). Em
plantas submetidas a condigdes estressantes, tais como seca, salinidade e calor, dentre outros, a
fotossintese € um dos processos metabdlicos vegetais que sdo mais pronunciadamente afetados,
tanto de forma direta, atraves da restricdo estomatica com consequente reducdo na disponibilidade
de CO,, ou de forma indireta, pelo desbalanco entre a producdo e a remocao de EROs produzidas
durante a fotossintese, o que conduz ao estresse oxidativo (Mgller et al., 2007; Chaves et al., 2009).

O estresse oxidativo decorre do aumento na geracdo de EROs, as quais podem oxidar as
principais macromoléculas celulares e, com isso, comprometer processos fisiologicos essenciais

como a fotossintese, causando, inclusive, danos ao DNA e morte celular (Easwar & Chaitanya,
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2016; Farnese, 2015). As EROs sdo caracterizadas como moléculas extremamente reativas que
podem causar danos metabolicos irreversiveis, dentre os quais se destacam a peroxidacdo de
lipidios, os danos as membranas celulares e a degradacédo de proteinas, que podem levar a perda de
viabilidade celular e comprometer o desempenho e a produtividade vegetal (Mittler, 2006; Foyer et
al., 2009). Além disso, a peroxidacdo de lipidios das membranas pode resultar na perda de
compartimentalizacdo celular (Asada, 1999; Lima et al., 2002).

As EROs sdo produtos toxicos do metabolismo do oxigénio que também apresentam papéis
importantes na regulacdo dos principais processos celulares, incluindo o crescimento e
desenvolvimento celular, a morte celular programada e as respostas aos estresses bidticos e
abioticos (Bhattacharjee et al., 2012). As plantas produzem uma grande quantidade de EROs
também como parte do seu metabolismo normal durante a modificacdo de componentes da parede
celular (Smirnova et al., 2014). O papel das EROs e de enzimas antioxidantes durante a
embriogénese somatica e organogénese também tem sido demonstrado (Gupta & Datta, 2003).

As EROs sdo produtos do metabolismo celular normal das células e a sua producdo e
eliminacdo é controlada por sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos (Kauppanapandian et al.,
2011). As EROs produzidas nas diversas estruturas celulares sdo controladas por um sistema
antioxidante altamente especifico que atua de maneira coordenada. Esse sistema inclui o ciclo
ascorbato-glutationa, que possui indmeros compostos antioxidantes hidrofilicos, como o &cido
ascorbico e a glutationa, e enzimas antioxidantes, das quais as mais importantes sdo as superoxido
dismutases (SOD), as catalases (CAT) e as peroxidases de ascorbato (APX) (Miller et al., 2008;
2010). A producdo e a eliminacdo das EROs nas células ocorre em um equilibrio dindmico, assim
como a atividade das enzimas envolvidas no proceso (Wang et al., 2015).

As principais EROs sdo o radical superéxido (O,™), o perdxido de hidrogénio (H.0,) e o
radical hidroxila (OH") (Apel & Hirt, 2004). As plantas evoluiram um complexo sistema
antioxidante para conter os provaveis efeitos deletérios das EROs (El-Shabrawi et al.,
2010). Independentemente da via de producéo, os niveis de EROs no interior das células vegetais
devem ser controlados pelos sistemas de defesa antioxidantes, visando evitar danos celulares em
cadeia (Mittler et al., 2004). Os pigmentos de clorofila associados ao sistema de transporte de
elétrons sdo as principais fontes de oxigénio singleto (*O,), que também pode surgir como
subproduto da atividade da lipoxigenase (Armin et al. 2014). Os radicais hidroxila (OH") e o0 'O,
sdo as espécies moleculares mais reativas (Easwar & Chaitanya, 2016), sendo 0s principais
causadores de danos peroxidativos aos componentes celulares. Os radicais O, transformam-se
espontaneamente em H,O,, emboram a reacdo seja muito mais efetiva quando catalisada pelas

superdxido dismutases (SOD). A agédo conjunta das SODs e das CATSs reduz o risco da formacéo do
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radical hidroxila (OH"), espécie quimica de elevada reatividade. Entretanto, o0 H,O, produzido
representa outra espécie potencialmente toxica que deve ser, da mesma forma, rapidamente
eliminada do metabolismo (Foyer et al., 1994). A acdo combinada das SODs, das CATs e de PODs
de diversos tipos na presenca de substancias antioxidantes de baixo peso molecular como o
ascorbato, por exemplo, pode efetivamente eliminar, varrer e, ou, imobilizar espécies toxicas de
oxigénio (Scandalios, 1993; Siegel, 1993). A acdo desse sistema resulta na conversdo dos radicais
0, e H,0,, potencialmente perigosos, em agua e oxigénio molecular (Scandalios, 1993).

A SOD é considerada uma enzima antioxidativa da primeira linha de defesa no combate as
EROs e atua transmutando os radicais superoxido (O,) em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (Alscher et al., 2002; Shafi et al., 2015). A reducdo do O, no PSI é o principal
mecanismo de producdo de O, " nos cloroplastos (Asada, 2006). As SODs sdo metalo-enzimas que
participam da modulacdo do nivel de H,O, nos cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos
(Mittler, 2002). As membranas fosfolipidicas sdo impermeaveis ao radical superdxido e, portanto, é
importante que a SOD esteja no local onde 0 mesmo € formado (Alscher, Erturk & Heath, 2002). A
CAT converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Moller, 2001). A atividade
das CATs é efetiva, sobretudo, em concentracfes relativamente altas de H,O,, sendo, portanto,
consideradas indispensaveis para a eliminacdo das EROs, principalmente em condicdes de estresse
severo, quando os niveis de perdxido tornam-se mais elevados (Dubey, 2011). As CATSs estdo
localizadas predominantemente nos peroxissomos, ndao sendo encontradas nos cloroplastos (Havir
& McHale, 1987). Além da presenca majoritaria nos peroxissomos, as CATSs possuem uma classe
especifica que se encontra localizada nos tecidos vacuolares, onde ela, provavelmente, esta
envolvida na protecdo contra estresses ambientais (Willekens et al., 1994).

As peroxidases (PODs) podem existir em formas soltveis ou ligadas a membrana, sendo que
as formas extracelulares atuam na parede das células, onde participam da biossintese de lignina e
suberina (Van Huystee, 1987). Algumas PODs sdo constitutivamente expressas, enquanto outras
sdo induzidas por estresses ambientais (Barboza et al., 2014). As PODs presentam uma distribuigéo
mais ampla nas células do que as CATSs, além de menor massa molecular (35 kDa), o que resulta em
uma mobilidade mais rapida dentro dos diversos compartimentos celulares onde a sua atividade é
demandada (Siegel, 1993). A ativacdo desses sistemas enzimaticos promove a reducdo nos niveis de
EROs, minimizando ou evitando seus danos sobre o metabolismo celular (Breuseguem et al., 2001).
As PODs degradam o H,O, por meio da oxidagdo de co-substratos, tais como compostos fendlicos
e/ou antioxidantes, eliminando, assim, os efeitos deletérios do H,O, nas plantas (Asada, 2006). As
PODs participam de uma ampla gama de processos fisiologicos, tais como o metabolismo das

auxinas, a formacéo de lignina e suberina, a reticulacdo dos componentes da parede celular, a defesa
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contra patdgenos e o alongamento celular. Em funcdo disso, a atividade das PODs é normalmente
detectada durante todo o tempo de vida das plantas, desde a fase inicial de germinacdo até a
senescéncia (Passardi et al., 2005). As PODs existem em muitas isoformas e estdo envolvidas em
uma série de processos celulares.

O termo isoenzima define um grupo de formas moleculares multiplas de uma mesma enzima,
que apresentam afinidade por um mesmo substrato, desempenhando a mesma atividade catalitica,
embora possam apresentar diferentes propriedades cinéticas e serem separadas por processos
bioquimicos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estudos tém demonstrado a existéncia de uma
variabilidade significativa entre os padrdes isoenzimaticos quando sdo considerados diferentes
compartimentos celulares (citoplasma, mitocondria, cloroplastos, etc.), tecidos ou estagios de
desenvolvimento de uma mesma planta, assim como individuos de uma mesma espécie (Scandalios,
1969; Gottieb & Weeden, 1981). A ocorréncia de isoenzimas tem indicado a necessidade de formas
enzimaticas mais adaptadas a determinadas situa¢es metabdlicas que podem diferir no tempo e/ou
no espaco. Aparentemente, os organismos empregam mdaltiplas formas moleculares de certas
enzimas para potencializar sua capacidade adaptativa (Markert, 1975). As isoenzimas atuam na
defesa contra estresses ambientais, sejam eles bioticos ou abidticos (Pedo et al., 2015).

A variabilidade isoenziméatica tem sido associada ao tipo de tecido e a idade de
desenvolvimento, relatando-se mudancas no numero ou nivel de expressdo, dependendo da espécie
e cultivar (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et al., 2005; Rudrapa et al., 2005; Hilaire
et al., 2008). Porém, a presenca ou auséncia temporal e espacial das isoenzimas tem sido explicada
pela regulagdo heterogénea ao nivel de transcricdo e pela ativagdo da enzima ou do precursor
(Scandalios, 1974; Passardi et al., 2005). Associado a atividade enzimatica, a analise do perfil de
isoenzimas tem sido utilizada em estudos que objetivam avaliar a variabilidade genética entre
populacdes, dentre inimeras outras finalidades. As enzimas que sdo codificadas por alelos
diferentes ou locos génicos diferentes frequentemente possuem mobilidades eletroforéticas
distintas, de modo que essas diferencas séo atribuidas a variagdes na composicao de aminoacidos da
molécula (Alfenas, 2006).

Desde que o polimorfismo genético para isoenzimas dentro de uma populagdo foi descoberto
(Stebbins & Wendel, 1989), as isoenzimas, como um dos produtos de expressdo génica, tém sido
utilizadas como marcadores para estudar o desenvolvimento, diferenciacdo e variacdo de plantas
(Tanksley & Orton, 1983). Marcadores isoenzimaticos, além do baixo custo e acessibilidade da
técnica, geralmente fornecem ampla informacdo genética para diversas aplicagdes (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). As isoenzimas sdo, de maneira geral, marcadores excelentes, pois, como sua

heranca € co-dominante, o heterozigoto € facilmente reconhecido e a segregacdo pode ser
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acompanhada de maneira confiavel. Mudangas na sequéncia de bases codificadoras, na maioria dos
casos, resultam em mudangas na estrutura primaria da proteina correspondente. Além disso, em
consequéncia de suas propriedades cataliticas, as enzimas, em especial as isoenzimas, podem
refletir o estado metabdlico e de diferenciacéo das células (Brammer, 2000).

Em fungdo disso, as variagBes proteicas sdo de grande importancia nos estudos genéticos
como indicadores dos niveis de polimorfismo e do relacionamento filogenético (Feuser et al., 2003;
Santos et al., 2008), bem como na identificacdo de racas, espécies e populacdes, representando,
desse modo, uma valiosa ferramenta para estudos evolutivos e taxonémicos (lzquierdo & Pinero,
2000) e, sobretudo, para o entendimento das respostas das plantas aos estresses ambientais
(Bernardi et al., 2004; Elmaghrabi et al., 2006; Hernandez et al., 2006; Kumari et al., 2006; Fazeli
et al., 2007; Romanowska et al., 2008; Sairam et al., 2008; Kumutha et al., 2009; Lee et al., 2009;
Aghaleh et al., 2014). As isoenzimas sdo produtos da expressao génica e, consequentemente, séo
muito influenciadas pelo ambiente (Malone et al., 2006). Os genes que controlam as isoenzimas se
manifestam em determinadas fases do desenvolvimento, em érgdos e tecidos especificos ou sob um
determinado estimulo (Ramirez et al., 1991).

E descrito na literatura que o nivel de expressdo das isoenzimas depende dos estadios de
desenvolvimento e metabdlico da planta, bem como das condi¢cBes ambientais as quais a planta
encontra-se submetida (Bray, 1997; Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008). Segundo
Tunes et al. (2011), a intensidade das bandas e o perfil isoenzimatico sdo especificos para uma
determinada parte da planta, tecido e estadio de desenvolvimento. Embora alguns estudos tenham
investigado a separagdo funcional existente ao longo das folhas de bromélias epifitas com tanque,
muitos desses inclusive analizando enzimas essenciais ao metabolismo vegetal, pesquisas
envolvendo os sistemas enzimaticos e isoenzimaticos antioxidativos em diferentes regides foliares
de bromélias séo inexistentes até 0 momento.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivos analisar a atividade enzimatica bruta e o0s
perfis isoenzimaticos da catalase, peroxidase e superoxido dismutase em diferentes regibes das
folhas (apical, mediana e basal) de plantas de Billbergia horrida, Portea petropolitana e Tillandsia
polystachia estabelecidas naturalmente no Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de
Fora. Nesse estudo também foram estabelecidos protocolos de multiplicagéo de alta eficiéncia com
vistas a possibilitar a propagacdo in vitro em larga escala das trés espécies de Bromeliacea

supracitadas.
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3. CAPITULO 1--- Artigo nas Normas da Plant Cell, Tissue and Organ Culture:

Propagacdo in vitro e analises enziméticas em plantas de Portea petropolitana (Wawra) Mez.

Aline M. de O. Silva - Cristiano F. Resende - Vinicius P. Sacramento - Priscila F. Pinto -

Cleberson Ribeiro - Acelino C. Alfenas - Paulo H. P. Peixoto

Resumo - A familia Bromeliaceae possui 52 géneros que abrangem 3.320 espécies. Das espécies de
bromélias, 34% sdo exclusivas da Mata Atlantica sendo que Portea petropolitana se enquadra nessa
categoria. O acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas, somado ao extrativismo predatorio
tem levado a reducGes drasticas nas populagdes. Em funcéo disso, a cultura de tecidos apresenta-se
como uma opgéo bastante atrativa, pois possibilita a obtencdo de taxas elevadas de multiplicacéo a
partir de diferentes explantes. A realizacdo de pesquisas fisiolégicas com bromélias ainda é rara.
Embora alguns estudos tenham investigado a separacdo funcional existente ao longo das folhas de
bromélias epifitas com tanque, muitos deles inclusive abordando enzimas essenciais ao
metabolismo vegetal, até o momento pesquisas envolvendo o0s sistemas enzimaticos e
isoenzimaticos antioxidativos em diferentes regides foliares de bromélias sdo inexistentes. Visando
promover a preservacao in vitro de plantas de P. petropolitana, assim como a sua multiplicacdo em
larga escala, este estudo teve por objetivos o estabelecimento de um protocolo de multiplicacéo
utilizando diferentes reguladores de crescimento na expectativa de determinar as concentracfes
ideais dos mesmos nos meios de cultura. Estudos relacionados a atividade enzimética bruta e aos
perfis isoenzimaticos das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POD) e superoxido dismutase
(SOD) em diferentes regides das folhas de plantas de P. petropolitana mantidas em condi¢cfes de
campo também foram realizados. O tratamento que promoveu as maiores taxas de multiplicacéo in
vitro de P. petropolitana foi o suplementado com BAP a 7,5 uM, no qual foram obtidas as maiores
taxas de propagacdo. As maiores taxas de enraizamento foram observadas no tratamento
suplementado com 5 uM de GAj. Padrdes especificos de expressdo das isoenzimas SOD e POD
foram observados nas diferentes porcdes das folhas. A atividade da CAT nédo foi detectada em
nenhuma das por¢6es das folhas. O maior nimero de isoformas da SOD e a maior intensidade da
isoforma da POD, observados na regido apical das folhas, estdo, aparentemente, relacionados a
maior atividade metabdlica resultante da maior atividade fotossintética e da maturidade fisiologica
dessa porcdo da folha. Esses resultados foram corroborados pela maior atividade dessas enzimas
observada também na porgdo apical das folhas empregando-se métodos espectrofotométricos. As
maiores atividades enzimaticas observadas na regido apical das folhas podem estar relacionadas a

diferentes processos metabolicos, uma vez que essa regido representa o principal sitio de
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assimilacdo fotossintética e de biossintese de parede celular e lignina das bromélias, processos
diretamente relacionados ao acimulo de EROs. Esta € a primeira vez na literatura que a ocorréncia
de atividade diferencial de enzimas antioxidativas é relatada em porc¢des especificas de folhas de

espécies de Bromeliaceae.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, biodiversidade, eletroforese, propagacéo in vitro, regides

foliares.

A. M. O. Silva - C. F. Resende - V. P. Sacramento - P. H. P. Peixoto DXIPlant Physiology
Laboratory, Department of Botany, Institute of Biological Sciences, Federal University of Juiz de
Fora, 36036-900 Juiz de Fora, Brazil; e-mail: paulo.peixoto@ufjf.edu.br; P. F. Pinto, Department
of Biochemistry, Institute of Biological Sciences, Federal University of Juiz de Fora, 36036-900,
Juiz de Fora, Brazil; Cleberson Ribeiro, Department of General Biology, Federal University of
Vigosa, 36570-000 Vigosa, Brazil; Acelino C. Alfenas, Department of Plant Pathology, Federal
University of Vigosa, 36570-000 Vicosa, Brazil

INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae é composta por 52 géneros que abrangem 3.320 espécies (The Plant
List, 2013). Bromeliaceae apresenta elevada riqueza, diversidade e endemismo nos dominios da
Mata Atlantica, sendo a familia que possui 0 mais alto nimero de espécies ameacadas, fato que a
coloca como prioridade em programas de conservacao da biodiversidade (Pilatti et al., 2011). Das
espécies de bromélias, 34% sdo exclusivas da Mata Atlantica (Versieux &Wendt, 2007), sendo que
Portea petropolitana se engquadra nessa categoria. O Bioma Mata Atlantica é uma das 35 areas
listadas como hotspots mundiais para a conservacgdo da vida selvagem (Myers, 2000; Zachos &
Habel, 2011). No entanto, restam apenas 11,73% da sua area original (Ribeiro et al., 2009). O grau
de ameaca a conservacdo desse bioma é alarmante, apesar dos niveis elevados de diversidade e
endemismo em seus dominios (Myers, 2000; Ribeiro et al., 2011). Portea petropolitana é uma
espécie endémica do dominio da Floresta Atlantica (Martinelli et al. 2008). A espécie foi
enquadrada na categoria “vulneravel” no estudo de Versieux & Wendt (2007), segundo critérios
estabelecidos pela IJUCN (2001). Portea petropolitana é considerada a especie-simbolo do Jardim
Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora, por apresentar ampla ocorréncia.

O acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas, somado ao extrativismo predatorio tem

levado a reducdes drasticas nas populacfes e a consequente perda de diversidade em Bromeliaceae
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(Forzza, 2005). Em fungédo disso, a cultura de tecidos apresenta-se como uma opgao bastante
atrativa, pois permite a obtencdo de taxas elevadas de multiplicacdo a partir de diferentes tipos de
explantes (Mercier & Nievola, 2003). Nos ultimos anos, diversos trabalhos relacionados ao cultivo
in vitro de bromélias vém sendo publicados na literatura, alguns deles envolvendo espécies
ameacadas de extin¢do (Mendes et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Silva et al., 2008; Souza et al.,
2010; Dal vesco & Guerra 2011; Mollo et al. 2011; Kurita, 2011; Aoyama et al., 2012; Carvalho et
al., 2013; Carvalho et al., 2014, Santos, 2014).

Embora necessario para o desempenho das fungdes celulares, o O, conduz inevitavelmente a
formacdo de EROs em eventos metabolicos essenciais como a fotossintese, respiracdo e
fotorrespiracao (Mittler et al., 2002; Bhattacharjee, 2010; Karuppanapandian et al., 2011; Uarrota et
al., 2016). As EROs sdo resultado da reducao parcial do O, atmosférico (Ren et al., 2016), sendo
consideradas subprodutos do metabolismo aerébico (Asada et al., 1987; Moller, 2001; Gratdo et al.,
2005). No entanto, quando se acumulam em niveis tdxicos, elas podem levar as células & morte
(Mittler, 2002). Os sistemas de defesa que promovem a eliminacdo das EROs envolvem
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Scandalios, 1993; Mittler, 2002).

Dentre as enzimas que participam dos principais mecanismos de tolerancia aos danos
oxidativos nas plantas destacam-se as superoxido dismutases (SODs), as catalases (CATS) e as
peroxidases (PODs) (Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Zheng et al., 2010). As SODs promovem a
transmutacdo dos radicais superoxido (O,") a peroxido de hidrogénio (H20,), sendo considerada a
primeira linha de defesa envolvida na neutralizacdo das EROs (Alscher et al., 2002). As enzimas
CAT, POD e ascorbato-peroxidase (APX) finalizam o processo, transformando o H,O, em agua
(Mittler, 2002). Essas enzimas podem apresentar diferentes isoenzimas. As isoenzimas atuam na
defesa contra estresses ambientais, sejam eles bioticos ou abioticos (Pedo et al., 2015). O nivel de
expressao das isoenzimas depende dos estadios de desenvolvimento e metabdlico da planta, bem
como das condic¢des ambientais (Bray, 1997; Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008). Em
Bromeliaceae, as folhas sdo o principal 6rgdo do corpo vegetativo, exibindo tanto a fungdo de
absorcdo quanto de assimilagéo de nutrientes (Benzing, 2000). Diversos estudos tem demonstrado
que as bromélias tanque experimentam alguma divisdo funcional ao longo do comprimento de suas
folhas (Medina et al., 1994; Popp et al., 2003; Takahashi et al., 2007; Freschi et al., 2010;
Takahashi & Mercier 2011; Mioto & Mercier 2013; Pereira et al., 2013). A folha de uma bromélia
tanque pode ser dividida em trés regides principais: a por¢do basal, cuja sobreposicdo das folhas
forma o tanque, que se encontra em contato com a gua e nutrientes (Benzing, 1990), e as porc¢des
mediana e apical, as quais se encontram mais expostas a luz do que a por¢édo basal (Popp et al.,

2003), consistuindo o sitio de assimilacdo fotossintética das bromélias (Freshi et al., 2010).
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Segundo Freschi et al. (2010), a incidéncia de luz decresce do &pice para a base das folhas.
Zotz et al. (2002) verificaram que a taxa fotossintética na regido apical de folhas de Vriesea
sanguinolenta foi maior do que a encontrada na porcao basal. Pereira et al. (2013) caracterizaram o
padrdo espacial de expressdo do metabolismo MAC em Guzmania monostachia em resposta ao
déficit hidrico e encontraram maiores atividades das enzimas relacionadas a esse metabolismo e
maior acumulacdo noturna de &cidos na regido apical das folhas. Em estudo também realizado com
G. monostachia, Freschi et al. (2010) observaram que as porc¢Ges apicais apresentam maior
expressdo do metabolismo MAC, enquanto nas regides basais verificou-se menor expressdo dessa
via fotossintética. Segundo Foyer & Fletcher (2001), as EROs sdo constantemente formadas durante
a fotossintese, sendo os centros de reacdo dos PSI e PSII nos tilacoides locais de intensa geracdo de
EROs (Asada, 2006).

No sentido de promover a preservacao in vitro de Portea petropolitana, assim como a sua
multiplicacdo em larga escala, este estudo objetivou desenvolver protocolos de propagacao in vitro
e de aclimatizacdo ex vitro dessa espécie. Visando estudar o metabolismo oxidativo em plantas de
Portea petropolitana, no presente estudo foram investigadas as respostas dos sistemas enzimaticos
das CATs, SODs e PODs em diferentes posic¢des das folhas (apical, mediana e basal), por meio de
andlises espectrofotométricas e por eletroforese.

MATERIAL E METODOS
Propagacéo in vitro

Cépsulas contendo sementes de Portea petropolitana (Wawra) Mez foram coletadas em
individuos estabelecidos naturalmente no Jardim Boténico da UFJF (Universidade Federal de Juiz
de Fora). Apds a coleta e toalete, as mesmas foram lavadas em &gua corrente na presenca de
detergente neutro. Em seguida, o material foi transferido para béqueres contendo hipoclorito de
sodio a 0,3% (v/v), durante 20 minutos, em camara de fluxo laminar. Apds esse procedimento, as
capsulas foram lavadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Em seguida o material foi
dissecado para a obtengéo das sementes, sendo estas inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) na % da forca dos sais, acrescido de acido
giberélico (GA3) a5 uM. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem,
realizada a 120 °C, por 20 minutos. O material, apos a inoculacdo em camara de fluxo laminar, foi
mantido em sala de crescimento sob condi¢des controladas de temperatura (26°C * 1°C),
fotoperiodo (16-8 h) e luminosidade (40 pumoles de fotons m? s?). Os tubos de ensaio foram
observados semanalmente para verificar o aparecimento de contaminagdes microbiol6gicas, além

da ocorréncia de oxidacéo fendlica. Apos o estabelecimento e estabilizacdo in vitro das culturas de
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Portea petropolitana teve inicio a fase de multiplicacdo, empregando-se o meio MS, adicionado dos
reguladores de crescimento BAP, CIN, GA; ou TDZ, todos a 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 uM. A avaliacédo
do experimento foi realizada apds 90 dias, sendo analisados o0s parametros: nimero de brotacdes,
brotacbes maiores que dois cm, altura das brota¢fes, numero de raizes e presenca ou auséncia de
calos. Adicionalmente, uma anélise qualitativa foi realizada, onde trés avaliadores independentes
atribuiram notas que variaram de 1 a 5 aos explantes representativos de cada tratamento.

As plantas enraizadas e com partes aéreas desenvolvidas foram transferidas para bandejas de
poliestireno expandido de 120 células (120 mL/célula), preenchidas com substrato comercial
Plantmax Hortalicas HT® (Eucatex) umidecidas e cobertas com lamina pléastica transparente, sendo
mantidas em condicBes controladas sob sombreamento e irrigacdo periddica, até a completa
aclimatizacdo. Apds 35 dias, os materiais foram transferidos para casa de vegetacdo, com sistema
automatizado de nebulizacdo por micro-aspersdo, sob plastico e sombrite® 75%, onde
permaneceram por 180 dias, estando prontas para transferéncia para condigdes de campo.

Os dados obtidos no ensaio foram submetidos a analises de variancia, sendo as médias
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Gomes, 1982). As analises foram
realizadas utilizando-se o programa SAEG, versao 9.1.

Atividade das enzimas antioxidantes

Os extratos brutos para as determinacBes das atividades das catalases (CATSs), das
peroxidases (PODs) e das superoxido dismutases (SODs) foram obtidos pela maceracdo de 0,3 g de
tecidos foliares em N, liquido a partir de amostras coletadas nas regides apical, mediana e basal de
folhas de individuos estabelecidos naturalmente em trés diferentes pontos de coleta no Jardim
Botanico da UFJF. As amostras foram homogeneizadas em 2 mL de tampéo fosfato de potéassio 0,1
M, pH 6,8, na presenca de 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v) segundo Peixoto et al. (1999), sendo
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos, a 4°C. A atividade das CATs foi determinada apds a
adicdo de 50 pL do extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacdo constituido de H,0,12,5
mM em tampédo de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30°C (Havir & McHale, 1987). O
consumo de H,O, foi determinado considerando a reducdo na absorvancia a 240 nandmetros (nm)
utilizando-se, nos calculos, o coeficiente de extingdo molar de 36 M™cm™ (Anderson et al., 1995).
A atividade das PODs foi determinada pelo método de Kar & Mishra (1976) a partir de aliquotas de
50 pL do extrato enzimatico bruto adicionadas a 4,95 mL de tampéo de fosfato de potassio 25mM,
pH 6,8, contendo pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM. Apds incubacdo por 1 minuto a 25°C, a reacao

foi interrompida pela adicdo 0,5 mL de H,SO4 5% (v/v) e a absorvancia da solucdo foi lida a 420
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nm. A atividade das PODs foi estimada pela determinacdo da quantidade de purpurogalina formada
utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™cm™ (Chance &
Maehley, 1955). A atividade das SODs foi determinada segundo 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 sédio 50 mM, pH 7,8, foram adicionados 50 uL do
extrato enzimatico bruto. A reacdo foi iniciada pela ligacdo da lampada fluorescente e, apos 4
minutos, interrompida pelo desligamento da mesma (Giannopolitis & Ries, 1977). A produgdo de
formazana azul, resultante da fotorreducdo do NBT, foi estimada pela determinacdo do incremento
na absorvancia a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971). Os teores
de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método de Lowry et al. (1951),
utilizando BSA como padréo.

Eletroforese em Gel nativo:

Para determinacdo dos perfis isoenziméticos das amostras das diferentes posi¢des das folhas
foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida (native-PAGE) sendo o gel de separacdo a
10% e gel de empilhamento a 4% de poliacrilamida, segundo método modificado de Davis (1964).
A corrida foi realizada a 4°C, sem SDS e mercaptoetanol, utilizando-se um minissistema de
eletroforese vertical (Modelo Mini-Protean Tetra Cell; Bio-Rad®). A corrida foi realizada a 100V
enguanto o azul de bromofenol permaneceu no gel de empilhamento e aumentada para 120 V assim
que o corante alcangou o gel de separacdo. Nas eletroforeses foram utilizados os mesmos extratos
empregados nas analises de espectrofotometria. Para a caracterizagdo das isoenzimas da
superdxido-dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), o gel, foi incubado em tampéo Tris HCI 0,5 M (pH 8,5),
contendo 5 mg de riboflavina, 10 mg de brometo azul de tiazolil tetraz6lio (MTT) e 150 mg de
EDTA (Alfenas, 2006). Os geis foram agitados lentamente durante exposi¢édo a uma lampada de 15
W em transiluminador, até o aparecimento de bandas brancas em fundo violeta. As isoenzimas da
peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foram caracterizadas pela incubagdo do gel em tampdo acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,0), contendo 40 mg de orto-dianisidina e 3 mL de H,0, a 35%. Em seguida, o
gel foi incubado em estufa a 37°C até o aparecimento de bandas alaranjadas (Alfenas, 2006). As
isoenzimas da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foram caracterizadas pela incubacdo do gel em solugéo
contendo 0,003% (v/v) de H,O, por 25 min, e posterior tratamento com solugdo contendo 1% (v/v)
de FeCls e 1% (v/v) de K3Fe(CN)g, por 10 min, conforme Woodbury et al. (1971).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo in vitro das sementes de P. petropolitana teve inicio 15 dias ap6s a inoculacéo,
com 100% de sementes germinadas e auséncia de contaminacdo microbiana, resultado da alta
eficiéncia dos procedimentos de desinfestacdo utilizados.

A taxa de propagacdo dos explantes é um parametro de grande relevancia quando se objetiva
estabelecer um protocolo eficiente de multiplicacdo em larga escala. A adicdo de BAP ao meio de
cultura resultou em aumentos significativos no numero de brotacdes produzidas em culturas de P.
petropolitana, principalmente na concentragdo de 7,5 uM, na qual 20 brotagdes/explante foram
obtidas (Tabela 1, Fig.1). Mendes et al. (2007), em estudo com Billbergia distachia, obtiveram
incrementos significativos no nudmero de brotagbes em resposta & 10 ¢ 15 uM de BAP,
concentragcdes superiores as utlizadas no presente trabalho, o que permite inferir que P.
petropolitana é uma espécie mais prolifica e responsiva ao BAP do que B. distachia. Corroborando
os resultados encontrados no presente estudo, Silva et al. (2008), trabalhando com Dyckia maritima,
obtiveram 24 brotac¢fes em resposta a 0,5 UM de BAP. Em estudo com Vriesea fosteriana, Mercier
& Kerbauy (1992) obtiveram 22 brotagdes/explante em resposta a combinagao de 8,9 uM de BAP e
2,7 uM de ANA, valores bastante proximos aos encontrados no presente trabalho. Nos tratamentos
em que os outros reguladores de crescimento foram adicionados ao meio de cultura, o nimero de
brotacdes foi expressivamente menor (Tabela 1). Em culturas de V. scalaris, Silva et al. (2009)
também observaram que o BAP foi mais eficaz do que a KIN para estimular a multiplicacdo de
brotagdes, sendo 4,5 uM a concentragdo de BAP que resultou em uma maior proliferacdo das
culturas, produzindo 8 brotagdes/explante. Segundo esses autores, concentracdes mais elevadas

desse regulador resultariam em taxas de multiplicacdo ainda mais elevadas.

Tabela 1. Namero total de brotacbes em explantes de Portea petropolitana obtidos in vitro na

presenca de concentragdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GA3, 90 dias apos inoculacéo.

Concentragdo (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,3 aD* 1,3aD 1,3bD 1,3bD
2,5 1,3ab 0,0 bD 3,1bC 1,0 bD
5 1,0aD 0,0 bD 3,6 bC 1,9aD
7,5 1,0aD 0,6 ab 20,0 aA 1,0bD
10 1,6 aC 0,3bD 13,2 aB 1,0bD

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Para as culturas de P. petropolitana, a adi¢cdo de cinetina (KIN) ao meio de cultura ndo
resultou em aumentos significativos no nimero de brotacdes. Por sua vez, o acréscimo de tiadizuron
(TDZ) ao meio de cultura induziu a formacéo de calos em todas as concentracfes avaliadas (Tabela
1, Fig.1). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o excesso de citocininas no meio de cultura
provoca fitotoxidez, que se caracteriza pelo entufamento excessivo e alongamento deficiente das

culturas, além de reducéo no tamanho das folhas e hiperidricidade generalizada das culturas.

Figura 1. Detalhes de plantulas de P. petropolitana cultivados in vitro em meio MS suplementado
comCIN (1, 2,3,4-A), TDZ (5, 6, 7, 8- A), BAP (9, 10, 11, 12 - B) e GA3 (13, 14, 15, 16 - B), 90
dias apos a inoculagdo. Todos os reguladores de crescimento foram adicionados, respectivamente, a
2,5, 5,0, 7,5 ¢ 10,0 uM. Plantulas aclimatizadas de P. Petropolitana (C), 35 dias apds a
transferéncia para condigdes ex vitro.

Um maior nimero de brotacfes maiores que 2 cm também foi observado na concentragdo de
7,5 uM de BAP (Tabela 2, Fig. 1). Valores intermediarios foram encontrados nos tratamentos
suplementados com GA3 e CIN assim como em resposta as concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM de BAP.

Nesse aspecto, os resultados encontrados no presente trabalho diferiram daqueles relatados por
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Manfio et al. (2010), que observaram reducdo no alongamento das brotagdes de Orthophytum
grossiorum produzidas em resposta ao BAP durante a fase de multiplicacéo in vitro, sobretudo nas
concentragdes mais elevadas. O mesmo efeito foi relato por Pasqual et al. (2008) em estudo com

Ananas comosus var. erectifolius.

Tabela 2. NUumero total de brotagfes maiores que 2 cm em explantes de Portea petropolitana

obtidas in vitro na presenca de concentracdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GA3, 90 dias apos

inoculacéo.
Concentragdo (UM) CIN TDZ BAP GA;
0 1,0 aB 1,0aB 1,0bB 1,0aB
2,5 1,3aB 0,7 bD 1,5bB 1,2aB
5 1,0aB 0,7 bD 1,3bB 1,4 aB
7,5 1,0aB 0,9bC 1,9 aA 1,2aB
10 1,0aB 0,7 bD 1,1bC 1,2aB

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

O enraizamento das plantulas de Portea petropolitana foi expressivo em resposta ao GAs;.
Esse regulador de crescimento, tal como as auxinas, pode estimular a iniciacdo e/ou o
desenvolvimento de uma zona meristematica nos explantes, permitindo a formacao de novas raizes
(Kochiba et al., 1974). Para culturas de P. petropolitana, um maior nimero de raizes foi observado
em resposta a concentra¢do de 5 uM de GA3, com 8,5 raizes/explante. Todavia, em concentracdes
superiores a esta houve reducdo na taxa de enraizamento (Tabela 3, Fig. 1). Esses resultados s&o
similares aos encontrados por Alcéntara et al. (2014), em estudo com cana-de agucar e, também,
por Carvalho et al. (1998), em estudos com Coffea arabica, para os quais a adicdo de GA3; em
concentragdes elevadas reduziu a emergéncia das raizes. O mesmo efeito foi observado por Silva et
al. (2012), trabalhando com plantas de Nidularium innocentii, espécie para qual o nimero de raizes
foi maior na auséncia de GA3; quando comparado com as demais concentragcdes avaliadas. No
entanto, outros autores afirmam que o GAs;, em concentragcbes elevadas, aumenta a taxa de
enraizamento em algumas culturas (Pasqual et al., 1990; Diniz et al., 2003). A resposta aos
reguladores de crescimento é especifica (Grattapaglia & Machado, 1998), e dentre outros fatores,

dependente da idade das culturas e do sitio de absor¢édo do hormdnio (Rhagavan & Torrey 1964).
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A mesma tendéncia de reducdo no numero de raizes formadas em concentra¢fes mais elevadas
de GA; também foi observada em resposta de BAP e TDZ, com maiores taxas de enraizamento nos
controles do que na presenca desses reguladores de crescimento. Macedo et al. (2003) também
observaram inibigdo na formac&o de raizes em explantes de Ananas comosus cultivados em meio de
cultura contendo BAP. Devido a sua forte interagdo com outros hormonios, as citocininas podem
apresentar acao inibitdria sobre o enraizamento, interferindo especialmente na atividade das

auxinas, inibindo a divisao celular na fase de iniciacdo radicular (Grattapaglia & Machado, 1998).

Tabela 3. Numero total de raizes em explantes de Portea petropolitana obtidas in vitro na presenca

de concentracgdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAgz, 90 dias apds a inoculacao.

Concentracao (uM) CIN TDZ BAP GA;
0 3,7aB’ 37aB 37aB 3,7 bB
2,5 4,0 aB 0,9bC 1,3bC 5,6 bA
5 3,4 aB 0,0cD 1,1bC 8,5 aA
7,5 3,7aB 0,0cD 0,6 bC 5,7 bA
10 3,6 aB 0,1cD 1,7bC 4,6 bB

T_etras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Raizes mais alongadas foram obtidas em resposta aos tratamentos suplementados com GAz e
nos tratamentos adicionados de CIN. N&o houve diferencas entre as concentracdes estudadas em
respostas a esses reguladores, embora as raizes formadas na presenca de GA; e CIN tenham
apresentado alongamento adequado, inclusive nas concentracfes mais baixas, com 7,9 e 8,2 cm,
respectivamente na presenca de 2,5 uM de GA3 e CIN (Tabela 4, Fig. 1). Nas espécies que enraizam
sem a necessidade de adi¢do de auxinas ao meio de cultura os niveis endégenos desses reguladores
de crescimento parecem j& ser suficientes para a promocéao do enraizamento.

Na andlise qualitativa realizada (Tabela 5, Fig. 1), os tratamentos aos quais foram atribuidas as
melhores notas foram aqueles suplementados com BAP, especialmente nas concentracbes mais
elevadas (7,5 e 10 uM). Nesses tratamentos, foram encontradas as maiores taxas de multiplicacdo
de brotagdes e, no tratamento suplementado com 7,5 uM de BAP, foi observado o maior nimero de
brotacbes maiores que dois centimetros, destacando essa concentragdo como obtera mais adequada

para a obtencao de plantas com melhor desenvolvimento.
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Tabela 4. Tamanho de raizes em explantes de Portea petropolitana obtidas in vitro na presenca de

concentracgdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAgz, 90 dias apds a inoculacéo.

Concentracdo (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 6,6 aA' 6,6 aA 6,6 aA 6,6 aA
2,5 7,9 aA 2,8 aB 0,0 bC 8,2 aA
5 9,0 aA 0,0 bC 0,0 bC 11,1 aA
7,5 10,1 aA 0,8 bC 0,0 bC 9,9 aA
10 1,6 aA 2,5aB 0,0 bC 7,8 aA

T_etras mintsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras mailisculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Tabela 5. Média das notas em explantes de Portea petropolitana obtidas in vitro na presenca de

concentrages crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAgs, 90 dias apds a inoculagéo.

Concentragdo (UM) CIN TDZ BAP GA;
0 2,4bC" 2,4aC 2,4bC 2,4bC
2,5 2,8bC 1,6 bD 1,7¢cD 2,5bC
5 3,3aB 1,6 bD 2,3bC 3,3aB
7,5 3,3aB 2,3aC 4,8 aA 3,3aA
10 3,3aB 1,4 bD 4,4 aA 2,8bC

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. *(A nota 5 equivalia a explantes de melhor qualidade enquanto a nota 1 a explantes de baixa qualidade)

Atividade das enzimas antioxidantes

No experimento para avaliagdo das atividades das enzimas antioxidativas nas diferentes
partes das folhas de Portea petropolitana foi possivel observar que a atividade enzimatica das
peroxidase (PODs) foi maior na regido apical (Tabela 6), cujos valores encontrados foram
superiores aos observados nas regifes mediana e basal. Na regido basal, a atividade enzimatica foi
intermediaria e, na mediana, a atividade das PODs foi pronunciadamente menor. A atividade média
das PODs na regido apical das folhas foi 3,5 vezes maior que na regido mediana e 20,5% maior que

na regido basal.
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Tabela 6. Atividade de POD [nmol mg™ (prot.) min™], SOD [U mg™ (prot.)] e de proteinas totais

[mg g (f.m.)] provenientes de trés regides foliares de Portea petropolitana,.

Posicao POD SOD PROT
Apical 1713 a 22431 a 487,2 a
Mediana 524c 205,45 b 249,6 b

Basal 14,21 b 114,28 ¢ 151,2 ¢

!Nas linhas, letras maitsculas comparam os individuos. Nas colunas, letras mindsculas comparam as diferentes partes
das folhas. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

As peroxidases convertem o H,O, em agua e oxigénio molecular. As atividades mais
elevadas das PODs na regido apical podem ser explicadas pela sua funcdo metabdlica de proteger os
tecidos vegetais contra os efeitos téxicos do H,O, gerado pelo metabolismo celular. Nas
mitocéndrias, cloroplastos e citosol, o H,0O, é gerado a partir da dismutacdo do (O, pela SOD. No
presente estudo, nds também encontramos atividades enzimaticas elevadas das SODs na regido
apical das folhas de P. petropolitana, sugerindo a formagéo de quantidades mais elevadas de H,O,
nessa regido. A regido apical das folhas corresponde ao sitio de assimilacdo fotossintética das
bromélias (Freschi et al., 2010). Durante a fotossintese ocorrem simultaneamente a respiracdo e
fotorrespiracao, processos envolvidos na geracdo de EROs (Du et al., 2001).

Segundo Burnette (1977), as PODs catalisam a oxidacdo do alcool-coniferil, para formar
radicais fendlicos que, em seguida, polimerizam-se produzindo a lignina, polimero que contribui
para o fortalecimento mecénico das células. De fato, os tecidos de P. petropolitana sdo mais
lignificados na regido apical da folha, o que provavelmente ocorre devido & maturidade fisiologica e
metabdlica mais avancada dessa regido em relacdo a basal, onde os tecidos apresentaram-se mais
tenros e com maior suculéncia. Essas diferencas morfofisiologicas sdo, provavelmente, a causa da
maior atividade da POD na regido apical das folhas de P. petropolitana.

A SOD ¢ considerada uma enzima antioxidativa de primeira linha nos mecanismos de defesa
das plantas as EROs, promovendo a transmutacao dos radicais superoxido (O,") a H,O, (Alscher et
al., 2002). As maiores atividades das SODs foram observadas na porc¢éo apical das folhas (Tabela
6). A atividade das SODs na bainha da folha foi pronunciadamente baixa. Em média, a atividade
das SODs na porgéo apical foi 96,3% maior que a encontrada na basal.

No presente estudo, a atividade das SODs decresceu ao longo do comprimento da folha, da
regido apical em direcdo a basal. Popp et al. (2003) detectaram gradientes longitudinais nas
concentragcdes de carboidratos e de &cidos organicos nas folhas de bromélias, sendo que esses

compostos se tornaram mais abundantes quanto mais proximo ao apice foliar. Em estudo com
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Guzmania monostachia, Takahashi & Mercier (2011) observaram que os contetidos de clorofilas
totais e de amido foram significativamente maiores no apice do que na base, sendo o teor de amido
aproximadamente trés vezes maior do que o encontrado na por¢cdo basal. Zotz et al. (2002)
verificaram que a taxa fotossintética na regido apical de folhas de Vriesea sanguinolenta foi mais
elevada do que a encontrada na porcao basal. A regido apical corresponde ao sitio de assimilagdo
fotossintética das bromeélias, sendo essa a regido que recebe mais luz durante a vida Util da folha
(Takahashi & Mercier, 2011). Segundo Foyer & Fletcher (2001), as EROs sdo formadas
constantemente durante a fotossintese. O principal mecanismo de producdo de radicais superdxido
(027) nos cloroplastos ocorre em resposta a reducéo do O, no PSI (Asada, 2006). Portanto, a maior
atividade da SOD observada na regido apical de folhas de P. petropolitana pode estar relacionada a
maior producdo de O, gerados em resposta a atividade fotossintética, que é mais intensa nessa
regiao da folha.

A regido apical das folhas também apresentou maior contetdo de proteinas totais que as
demais porcdes sendo estes valores pronunciadamente superiores aos encontrados nas outras duas
regibes foliares (Tabela 6). O contetdo de proteinas decresceu da regido apical da folha em direcdo
a basal. Takahashi et al. (2007) verificaram diferencas na capacidade de assimilagdo de nitrogénio
entre as porgdes basais e apicais de folhas de Vriesea gigantea. Os autores quantificaram as
atividades das enzimas glutamina sintetase e glutamato desidrogenase dependente de NADH nessas
regiGes e sugeriram que a por¢do apical estaria preferencialmente envolvida com a assimilacédo do
nitrogénio enquanto a porcao basal, possivelmente, com a sua absorc¢éo.

Em estudo com Ananas comosus, Medina et al. (1994) detectaram contetdos de nitrogénio e
de lipidios mais elevados na regido apical e mediana das folhas em comparacdo com as regides
basais. O nitrogénio é indispensavel para a formacdo das proteinas, nucleo-proteinas e de
compostos nitrogenados como aminoéacidos e poliptideos (Magalhdes, 1979). Desse modo, maiores
conteudos de proteinas encontrados na regido apical podem estar relacionados a assimilagdo do
nitrogénio, que ocorre preferencialmente nessa regido da folha (Takahashi et al. (2007).

Todavia, esta € a primeira vez que se registra na literatura a ocorréncia de atividade

diferencial de enzimas antioxidativas em porcoes especificas de folhas de Bromeliacea.

Perfis eletroforeéticos
Os perfis isoenzimaticos tém sido associados ao tipo de tecido utilizado e, também, a idade de
desenvolvimento do tecido avaliado, com diferencas no numero ou nivel de expressdo

isoenzimatico dependente da especie e cultivar (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et
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al., 2005; Rudrapa et al., 2005; Hilaire et al., 2008). No presente estudo, 0s resultados obtidos nas
analises espectrofotométricas corroboraram os resultados encontrados nas analises eletroforéticas.

A eletroforese em PAGE n&o-desnaturante do extrato enzimatico da SOD detectou a
ocorréncia de trés isoformas nos pocos 1, 2, 3 e 4 do gel (Figura 2-A), correspondentes as amostras
das porgdes apical (pocos 1 e 2) e mediana (pogos 3 e 4) das folhas do individuo 1, sendo essas
bandas bem visiveis (Figura 2-A). Na amostra da por¢do basal das folhas do individuo 1, somente
duas isoformas de SOD foram observadas (pocos 5 e 6), confirmando a baixa atividade enzimatica
encontrada nos ensaios espectrofotométricos para essa por¢do das folhas em relagdo as demais
regides (Figura 2-A). Na regido apical da folha do individuo 2 (pogos 7 e 8), trés isoformas bem
visiveis foram observadas. Na por¢do mediana (pogos 9 e 10), somente duas isoformas de menor
intensidade foram visualizadas, sendo que essa regido apresentou atividade (intensidade de banda)
intermediaria em comparacao as regides apical e basal (pogos 1 e 2) das folhas (Figura 2-B).

No individuo 3, cinco isoformas da SOD foram detectadas na porcéao apical da folha (pocos 3
e 4), sendo duas delas mais intensas, evidenciando uma atividade enzimatica mais intensa nessa
regido da folha (Figura 2). Na regido mediana da folha (pogos 5 e 6), também foram observadas
cinco isoformas, e na basal (pogos 7 e 8), quatro isoformas foram visiveis, com bandas de menor
intensidade que aquelas visualizadas nas amostras das regides apical e mediana da folha (Figura 2).
Os perfis isoenzimaticos da regido apical das folhas dos individuos 1 e 3 sdo apresentados nos
pocos 9 e 10, com a revelagdo de trés e cinco isoformas, respectivamente (Figura 2). Esse resultado
mostra a ocorréncia de varia¢do nos perfis isoenzimaticos da SOD nas diferentes regides das folhas
das plantas avaliadas. As diferencas encontradas entre os individuos com relacdo ao padrdo das
isoenzimas da SOD sugerem diferencas genéticas e, ou de demanda metabdlica, com reflexos na
concentracdo enzimatica e nos substratos nas diferentes porcdes da folha. As menores intensidades
das bandas da SOD foram detectadas na regido basal da folha do individuo 1 e na mediana do
individuo 2. No individuo 3 foram observadas maiores intensidades das bandas e um maior numero
de isoformas (Figura 2). As amostras apresentaram diferentes teores de proteina, sendo que a ponta
da folha sempre exibiu teores proteicos mais elevados. Provavelmente, essa maior fracdo da
proteina total solGvel pode ter contribuido para a maior atividade isoenzimatica observada nos géis

dos materiais provenientes de tecidos da regido apical.
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Figura 2. Géis de poliacrilamida nativos das isoenzimas da SOD e da POD de extratos de folhas de
de trés individuos de Portea petropolitana estabelecidos em condig¢6es naturais. Gel A: Individuo 1:
pogos 1 e 2 (porcéo apical) pocos 3 e 4 (porcdo mediana); pocos 5 e 6 (porgdo basal). Individuo 2:
pocos 7 e 8 (porcdo apical); pogos 9 e 10 (por¢do mediana). Gel B: Individuo 2: pocos 1 e 2 (regido
basal). Individuo 3: pocos 3 e 4 (porgéo apical); pogos 5 e 6 (porcdo mediana); pogos 7 e 8 (porgao
basal; Individuos 1 e 3: pocos 9 e 10, respectivamente (porcdo apical). Gel C: Individuo 1: pogos 1

e 2 (porgdo apical) pocos 3 e 4 (por¢do mediana); pogos 5 e 6 (porcao basal). Individuo 2: pogos 7 e
8 (porc¢do apical); pocos 9 e 10 (porcdo mediana). Gel D: Individuo 2: pogos 1 e 2 (regido basal).
Individuo 3: pogos 3 e 4 (porcédo apical); pocos 5 e 6 (porcdo mediana); pocos 7 e 8 (porgéo basal;
Individuos 1 e 3: pocos 9 e 10, respectivamente (porcdo apical). Gel E:_Individuo 1 -Portea
petropolitana: pogos 1, 2 e 3 (regido apical); Individuo 1 - Tillandsia polystachia: pogos 4, 5 e 6
(regido apical);_Individuo 1-Billbergia horrida: pocos 7, 8 e 9 (porcao apical).

As isoenzimas variam em funcéo dos estadios de desenvolvimento e metabdlico da planta,
bem como das condi¢Bes ambientais (Bray, 1997; Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008).
As isoenzimas sdo produtos da expressao génica e, consequentemente, sdo altamente influenciadas
pelo ambiente, uma vez que 0s genes que controlam a sua expressdo se manifestam em fases
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especificas do desenvolvimento e em 6rgdos e tecidos especificos ou sob um dado estimulo
(Ramirez et al., 1991; Malone et al., 2007). Diversos estudos com espécies de bromélias tém
demonstrado que algumas enzimas fundamentais ao metabolismo vegetal apresentam maiores
atividades na regido apical das folhas. As enzimas fosfoenolpiruvatocarboxilase (Mioto & Mercier,
2013; Pereira et al., 2013; Freschi et al., 2010) e MDH (Freschi et al., 2010; Pereira et al., 2013)
apresentaram maior atividade nas porcoes apicais de folhas de bromélias com metabolismo MAC.
As enzimas glumatamina sintetase e glutamato desidrogenase, relacionadas a assimilacdo de
amonio, também apresentaram maiores atividades na regido apical das folhas de bromélias
(Takahashi et al., 2007; Takahashi & Mercier 2011). No presente estudo, n6s também encontramos
atividades enzimaticas mais intensas e maior numero de isoformas da SOD na regido apical.

Os processos metabdlicos dependentes de oxigénio, como a respiracao aerobica, fotossintese e
fotorrespiracdo, levam a produgdo de EROs nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos
(Barboza et al., 2014). Nos organismos fotossintéticos, os centros de reacdo dos fotossistemas | e I
nos tilacoides dos cloroplastos sdo os principais locais de geracdo de EROs. Os tilacdides possuem
compartimentos ricos em oxigénio, moléculas redutoras e intermediarios de alta energia (Asada,
2006). A regido apical das folhas corresponde ao sitio de assimilacdo fotossintética das bromélias
(Takahashi & Mercier, 2011). Os diversos processos metabdlicos ocorrem de maneira mais intensa
nessa regido da folha e, muito provavelmente, a geracdo de EROs é superior nesses locais,
estimulando a atividade das SODs, explicando, assim, a maior expressdo de isoformas dessa enzima
nessa regido foliar.

Estudos sobre isoenzimas em diferentes regides das folhas de bromélias sdo inexistentes. No
entanto, muitos estudos tém investigado as isoenzimas da SOD em diversas espécies submetidas a
estresses ambientais e relacionados a organogénese: estresse hidrico (Lee et al., 2009), alagamento
(Kumutha et al., 2009), ozbnio (Bernardi et al., 2004), estresse salino (Molassiotis et al., 2006;
Aghaleh et al., 2014), seca (Fazelli et al., 2007) e analisando a organogénese (Meratan et al., 2009).
Diferentes estudos tém encontrado padrdes especificos nas respostas das atividades de enzimas
antioxidativas durante a senescéncia. Scebba et al. (2001), investigando o processo de senescéncia
foliar em dois cultivares de Prunus armeniaca, reportaram uma tendéncia especifica para cada
cultivar. Um aumento gradual na atividade da SOD foi observado em um dos cultivares, enquanto,
para o outro, foi encontrada reducédo significativa entre a segunda e a terceira amostragem. O
aumento na geracdo de EROs devido ao envelhecimento poderia ser o responsdvel por essas
diferencas (Bestwick et al., 1997). Segundo Bernardi et al. (2004), foram observados padrbes

especificos de atividade das isoenzimas SOD, POD e CAT em relacdo ao gendtipo, ao
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desenvolvimento foliar e a exposicdo ao 0zénio em hibridos de 4lamo, sendo que diferencas foram
observadas entre folhas jovens e maduras quanto a presenca de isoformas dessas enzimas.

A hipotese de que o envelhecimento resulta no acumulo de radicais livres é bastante razoavel.
Segundo, Harmam (1981), as EROs sdo acumuladas de forma progressiva em resposta ao
envelhecimento, o que poderia explicar os resultados encontrados no presente estudo. E possivel
deduzir que o fato de termos encontrado um maior nimero de isoformas da SOD na posicdo apical
das folhas seja devido a essa regido ser fisiologicamente mais madura e fotossinteticamente mais
ativa que a mediana e a basal, 0 que se confirma pelas maiores atividades encontradas para essa
enzima nessa por¢do da folha pelo método espectrofotométrico. Os resultados encontrados podem
ser, portanto, resultantes do processo natural de envelhecimento foliar, o qual é mais avancado na
regido apical da folha. O aumento da atividade da SOD durante maturacdo foliar pode estar
associado a processos de biossintese de parede celular e de sintese de lignina (Van Huystee, 1987),
sendo a atividade dessa enzima regulada durante o desenvolvimento (Bernardi et al., 2004). A
variacdo no namero e na intensidade das isoformas da SOD nos diferentes individuos estudados
mostra a expressdo diferencial de genes que codificam essas enzimas em fases fisioldgicas
especificas, embora, também, sejam reflexo de vari¢6es nas condi¢cdes ambientais (Alfenas, 2006).

A peroxidase (POD) é codificada por uma familia multigénica apresentando variabilidade
isoenzimatica especifica e em resposta a idade fisiologica, parte da planta, tipo de tecido e
compartimento celular (Scandalios, 1974; Amiot et al., 1995). A eletroforese da POD a partir de
extratos enzimaticos de folhas de Portea petropolitana mostrou, no individuo 1, a presenca de uma
isoforma com menor intensidade para a porcao apical (pocos 1 e 2, Figura 2-C), ndo confirmando a
maior atividade enzimética encontrada na analise espectrofotométrica (Tabela 6). Para a porcao
mediana da folha (pocos 3 e 4), foi observada uma isoforma de intensidade intermediaria e, para a
basal (pocos 5 e 6), uma banda com maior intensidade (Figura 2-C). Para o individuo 2, a amostra
correspondente a regido apical da folha (pocos 7 e 8) exibiu uma isoforma com intensidade forte,
confirmando a maior atividade observada nas andlises de atividade bruta da enzima (Tabela 6). Para
a porcdo mediana da folha (pocos 9 e 10), ndo foi detectada a presenca de bandas, o que pode estar
associado a baixa atividade enzimatica encontrada nessa regido da folha.

Os pocos 1 e 2 (Figura 2-D) correspondem a porgdo basal do individuo 2, nos quais foram
observadas bandas de intensidade fraca. A porcéo apical da folha do individuo 3 corresponde aos
pocos 3 e 4, onde bandas de intensidade fraca foram observadas, assim como na por¢do mediana
(pogos 5 e 6) da folha. Em contraste, na por¢éo basal das folhas (pogos 7 e 8), bandas de intensidade

forte foram detectadas.
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Em estudo com diferentes cultivares de alface, Flores (2010) observou variagdo nos padrdes
isoenzimaticos da POD em resposta a posicdo na folha. Avaliando a organogénese in vitro de
Acanthophyllum sordidum, Meratan et al. (2009) encontraram até cinco isoformas da POD em
plantulas, raizes, calos e brotos. Todavia, trabalhando com trevo branco, Lee et al. (2009)
observaram a presenca da POD somente em folhas submetidas ao estresse hidrico por 28 dias,
sendo a isoenzima ausente no controle. Aghaleh et al. (2014), em estudo com duas espécies de
Salicornia cultivadas in vitro e submetidas a salinidade, relataram a presenca de duas isoformas da
POD nos géis em ambas as espécies, com expressdo diferencial das isoformas em resposta a
exposicdo a salinidade. Em estudo com macieira, Molassiotis et al. (2006) relataram o aumento na
atividade da POD em resposta a salinidade, sendo detectadas até cinco isoformas em explantes
expostos a salinidade. Fazelli et al. (2007) analisaram os efeitos da seca em raizes de dois cultivares
de gergelim e observaram a presenca de bandas similares da POD em todos 0s niveis de seca
avaliados. Em estudo com dois hibridos de alamo com tolerancia diferencial ao ozénio, Bernardi et
al. (2004) observaram até sete isoformas da POD em folhas maduras ndo expostas ao o0zonio,
enquanto em folhas jovens somente uma isoforma foi detectada.

Na Figura 2-E, sdo apresentados os perfis isoenzimaticos das POD das trés espécies de
bromélias estudadas, sendo que nos pocos 1, 2 e 3 foram aplicados extratos enzimaticos de Portea
petropolitana, nos quais € possivel observar a presenca de duas isoformas bem visiveis, sendo uma
de menor intensidade e a outra de intensidade forte. Nos pocos 4, 5 e 6 foram aplicadas amostras de
Tillandsia polystachia, para a qual ndo foi detectada atividade enzimatica da POD. Nos pocos 7, 8 e
9 foram aplicadas amostras de Billbergia horrida, para as quais foram detectadas duas isoformas
bem visiveis da POD, sendo uma delas de menor intensidade e a outra de intensidade forte. Nesse
gel as amostras das trés espécies foram provenientes das regides apicais das folhas.

Tal como observado no ensaio espectrofotométrico, nenhuma isoforma da catalase (CAT) foi
detectada na eletroforese realizada, independentemente do individuo e da posigéo na folha.

Esta é a primeira vez que Se observa na literatura a ocorréncia de atividade diferencial de

enzimas antioxidativas em porc¢des especificas de folhas de Bromeliaceae.

CONCLUSOES:

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram que a micropropagacao é uma
ferramenta eficiente para a conservagdo e propagagéo em larga escala de P. petropolitana, uma
espécie endémica da Mata Atlantica e vulneravel a extingdo. As culturas foram introduzidas in vitro
a partir de sementes. O tratamento que promoveu as maiores taxas de multiplicagéo in vitro foi o

suplementado com BAP na concentragao de 7,5 puM. Plantulas enraizadas e prontas para a
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aclimatizacdo foram obtidas em resposta a suplementacdo do meio de cultura com GAz a 5 uM. As
plantas foram eficientemente aclimatizadas apds trés meses de cultivo in vitro. Diferentes padrdes
de expressdo das isoenzimas de SOD e POD foram observados nas diferentes regides das folhas. O
maior nimero de isoformas da SOD e a maior intensidade da isoforma da POD nas porgdes apicais
das folhas estdo associados, aparentemente, a maior atividade fotossintética e a maior maturidade
fisioldgica dessa porcao em relacdo as demais, fato reafirmado pela maior atividade detectada para
essas enzimas nessa regido das folhas atraves de analises espectrofotométricas. A maior atividade
dessas enzimas na regido apical da folha é atribuida a maior geracdo de EROs durante a fotossintese
e em resposta a biossintese de parede celular e lignina, eventos naturais observados durante o

envelhecimento foliar progressivo, que é mais avancada nessa regido da folha.
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Propagacao in vitro e analises enzimaticas em plantas de Billbergia horrida Regel
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Resumo - A familia Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical sendo
composta por 52 géneros que abrangem 3.320 espécies. Das espécies de bromélias, 34% sao
exclusivas da Mata Atlantica sendo que Billbergia horrida se enquadra nessa categoria. O acelerado
processo de destruicdo dos ecossistemas, somado ao extrativismo predatorio tem levado a reducdes
drésticas nas populagdes. A cultura de tecidos apresenta-se como uma opc¢ao muito atrativa, pois
proporciona a obtencdo de taxas elevadas de multiplicacdo de mudas a partir de diferentes
explantes, contribuindo para a reducdo nos riscos de extingdo dessa espécie. Todavia, a realizagdo
de pesquisas fisioldgicas envolvendo espécies de bromélias ainda é bastante limitada. O O, conduz,
inevitavelmente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em eventos metabolicos
essenciais como a fotossintese e a respiracdo. Os sistemas de defesa que promovem a eliminacdo
das EROs envolvem mecanismos enziméticos e ndo enziméaticos. Embora alguns estudos tenham
investigado a separacdo funcional existente ao longo das folhas de bromélias epifitas com tanque,
muitos deles inclusive abordando enzimas essenciais ao metabolismo vegetal, pesquisas envolvendo
0s sistemas enzimaticos e isoenzimaticos antioxidativos em diferentes regides foliares de bromélias
sdo inexistentes ate 0 momento. No sentido de promover a preservacdo in vitro de culturas de B.
horrida assim como a multiplicacdo em larga escala, este estudo teve por objetivos o
estabelecimento de um protocolo de multiplicacdo eficiente, visando a propagagdo em larga escala
por meio da suplementacdo das culturas com diferentes reguladores de crescimento.
Adicionalmente, estudos relacionados a determinacdo da atividade enzimatica bruta e dos perfis
isoenzimaticos das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD) em

diferentes posi¢des na folha (apical, mediana e basal) também foram realizados. O tratamento que
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proporcionou as maiores taxas de multiplicagéo in vitro foi o suplementado com BAP a 2,5 uM, no
qual foi obtida a maior taxa de propagacéo. Plantulas com maior nimero de raizes foram obtidas em
resposta a suplementacdo do meio de cultura com GAjz a 2,5 uM. Nos estudos de eletroforese, 0
mesmo padrdo de isoformas da SOD foi observado nas trés porcdes foliares avaliadas. Todavia,
para a POD, diferentes padrfes de intensidade na expressdo isoenzimatica foram detectados nas trés
partes da folha. A maior intensidade das isoformas da POD observada na porcao apical das folhas
parece estar relacionada a maturidade fisioldgica dessa regido, possibilidade corroborada pela maior
atividade enzimética dessa enzima também observada por analise espectrofotométrica, empregando
materiais provenientes dessa por¢do da folha. Durante o processo natural de senescéncia foliar, as
PODs, juntamente com outras enzimas, estdo envolvidas em processos de biossintese de parede
celular e de lignina, fenémenos diretamente ligados a maior producéo e ao acimulo de EROs nessa
regido da folha. Além disso, a regido apical das folhas representa o sitio de assimilacdo
fotossintética das bromélias, sendo este processo diretamente relacionado a producéo de EROs. O
presente estudo apresenta o primeiro relato na literatura envolvendo a ocorréncia de atividade

diferencial de enzimas antioxidativas em regides especificas de folhas de Bromeliaceae.

Palavras-chave: atividade enzimatica, biodiversidade, eletroforese, propagacdo in vitro, regifes

foliares.

INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical (Smith & Downs,
1974; Jacques-Felix, 2000), abrangendo 52 géneros e 3.320 espécies (The Plant List, 2013). Na
Mata Atlantica, a familia apresenta 0 mais alto nimero de espécies ameacadas, fato que a coloca
como prioridade em programas de conservacdo da biodiversidade (Pilatti et al., 2011).
Bromeliaceae € a quarta familia de angiospermas com maior riqueza de espéecies no dominio
Atléantico (Stehmann et al.,2009). Segundo Versieux & Wendt (2007), dentre os 283 taxons de
Bromeliaceae ocorrentes em Minas Gerais, mais da metade encontra-se enquadrado em alguma
categoria de ameaca de extingdo. O bioma Mata Atlantica é uma das 35 areas consideradas como
hotspots mundiais para conservacéo da vida selvagem (Myers, 2000) e representa um dos principais
centros de diversidade e endemismo para a familia Bromeliaceae (Martinelli et al., 2008).

O acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas, somado ao extrativismo predatorio tem
levado a reducdes drésticas nas populacdes e & consequente perda de diversidade (Forzza, 1998;
2005). Nesse sentido, a cultura de tecidos apresenta-se como uma importante alternativa,

permitindo a conservacao genética das espécies e 0 uso sustentavel de plantas (Soares et al., 2009).
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Billbergia horrida é endémica da Mata Atléntica (Martinelli et al., 2009) e apresenta
ocorréncia nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo (Forzza et al. 2014).
A espécie cresce como epifita ou rupicola em florestas semi-deciduas e ombroéfilas (Martinelli et al.
2009) e floresce de julho a setembro (Lima, 2008). As folhas de Billbergia horrida sdo de tamanho
médio. Suas bainhas se apresentam sobrepostas e formam tanque que acumula agua e detritos em
seu interior. A folha é o principal 6rgao do corpo vegetativo das bromélias, exibindo tanto a fungédo
de absorcdo quanto de assimilacdo de nutrientes (Benzing, 2000). Segundo Zotz et al. (2002), na
maioria das bromélias tanque, em que as raizes sdo primariamente afuncionais, as folhas podem ter
a funcdo tripla, de assimilacdo de carbono, absorcdo e armazenamento de &gua. Para isso, as
bromélias epifitas desenvolveram folhas que apresentam bainhas amplas e imbricadas, formando
um tangue onde se acumulam &gua e detritos, que sdo absorvidos por tricomas (Benzing 2000).
Diversos estudos tém demonstrado que existe uma divisdo espacial nitida de fun¢Bes em uma
mesma folha de bromélia (Medina et al., 1994; Popp et al., 2003; Takahashi et al., 2007; Freschi et
al., 2010; Takahashi & Mercier 2011; Mioto & Mercier 2013; Pereira et al., 2013). A folha de uma
bromélia tanque pode ser dividida em trés regibes principais: a por¢ao basal, cuja sobreposicdo das
bainhas foliares forma o tanque, que se encontra em contato com a agua e nutrientes (Benzing,
1990), e as por¢des mediana e apical, as quais se encontram mais expostas a luz do que a basal
(Popp et al., 2003), e portanto, consistem no sitio de assimilacdo fotossintética das bromélias
(Freshi et al., 2010).

Segundo Foyer & Fletcher (2001), as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
constantemente formadas durante a fotossintese. Os centros de reacdo dos PSI e PSII nos tilacoides
dos cloroplastos séo locais de intensa geracdo de EROs (Asada, 2006). As EROs sdo subprodutos
inevitaveis do metabolismo aerdébico (Moller, 2001; Asada et al., 1987; Gratdo et al., 2005), embora
possam acumular-se nos tecidos vegetais atingindo niveis toxicos que podem levar as células a
morte (Mittler, 2002). Embora necessario para o desempenho das fungdes celulares, o O, conduz,
inevitavelmente, a formagdo de EROs em eventos metabolicos normais como a fotossintese e a
respiragéo (Mittler et al., 2002; Bhattacharjee, 2010; Karuppanapandian et al., 2011; Uarrota et al.,
2016). Os sistemas de defesa que promovem a eliminagéo das EROs podem envolver mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos (Kibinza et al., 2011; Mittler, 2002; Scandalios, 1993). Dentre as
enzimas que participam dos mecanismos de tolerdncia aos estresses oxidativos nas plantas
destacam-se as catalases (CATSs), as superdxido dismutases (SODs) e as peroxidases (PODs)
(Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Zheng et al., 2010). A SOD promove a transmutagéo dos radicais
superéxido a peroxido de hidrogénio (H,O;), sendo considerada uma enzima antioxidativa de

primeira linha de defesa para eliminacdo das EROs (Alscher et al., 2002). Todos 0s organismos
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aerdbicos estdo propensos ao estresse oxidativo e necessitam de SODs para dismutar o superdxido
(O27), produzindo H,0, (Easwar Rao & Chaitanya, 2015). As enzimas CAT, POD e ascorbato
peroxidase (APX) finalizam o processo, transformando o H,O, em H,O (Mittler, 2002).

As enzimas oxidativas podem apresentar inimeras isoenzimas (Market e Moller, 1959). O
nivel de expressao das isoenzimas depende dos estadios de desenvolvimento e metabolico da planta,
bem como das condi¢Ges ambientais (Bray, 1997; Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008).
As isoenzimas sdo produtos da expressao dos genes e, portanto, sdo diretamente influenciadas pelo
ambiente, uma vez que 0s genes que controlam a sua expressao se manifestam em fases especificas
do desenvolvimento e em diferentes tecidos e érgdos (Ramirez et al., 1991; Malone et al., 2007).

As diferentes partes das folhas de bromélias que possuem tanque ficam expostas a diferentes
condi¢cdes ambientais, como luminosidade, sombreamento, agua e disponibilidade de nutrientes
(Medina et al., 1994; Benzing, 1990). A porcdo apical da folha se encontra mais exposta a
luminosidade e aos gases atmosféricos. Segundo Freschi et al. (2010), a incidéncia de luz decresce
do apice para a base das folhas. Zotz et al. (2002) verificaram que a taxa fotossintética na regiao
apical de folhas de Vriesea sanguinolenta é maior do que a encontrada na por¢do basal. Freschi et
al. (2010), em estudo com G. monostachia, observaram que as porcOes apicais das folhas
apresentavam maiores densidades de estbmatos e teores de clorofila, além de maiores atividades das
enzimas PEPC e MDH. As porcdes apicais das folhas dessa espécie também apresentaram maior
acidez noturna, indicando que sejam mais ativas fotossinteticamente.

A maior atividade fotossintética nos tecidos da regido apical das folhas pode ocasionar uma
maior produgéo de EROs e, consequentemente, uma maior atividade das enzimas antioxidativas,
dessa forma, no presente estudo, foram investigadas as atividades da CAT, SOD e POD em
diferentes porcBes das folhas (apical, mediana e basal) de Billbergia horrida, tanto por meio de
analises espectrofotométricas quanto por eletroforese. No sentido de promover a preservacao in
vitro de B. horrida assim como a sua multiplicacdo em larga escala, este estudo também objetivou

desenvolver protocolos eficientes de propagacao in vitro e de aclimatizacéo ex vitro dessa espécie.

MATERIAL E METODOS
Propagacéo in vitro

Cépsulas contendo sementes de Billbergia horrida Regel foram coletadas em individuos
estabelecidos naturalmente no Jardim Botanico da UFJF (Universidade Federal de Juiz de Fora).
Apos a coleta e toalete, as mesmas foram lavadas em &gua corrente na presenca de gotas de
detergente neutro. Em seguida, o material foi transferido para béqueres contendo hipoclorito de

sodio a 0,3% (v/v) adicionado de duas gotas de Tween -20, durante 20 minutos, em camara de fluxo
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laminar. Apos este procedimento, as capsulas foram lavadas por trés vezes em agua destilada e
autoclavada. Em seguida, o material foi dissecado para a obtencdo das sementes, sendo estas
inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) na % da
forca dos sais, acrescido de acido giberélico (GA3) a 5 uM. O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,7+0,1 antes da autoclavagem, realizada a 120 °C, por 20 minutos. O material, apos a
inoculagdo em camara de fluxo laminar, foi mantido em sala de crescimento sob condigdes
controladas de temperatura (26°C + 1°C), fotoperiodo (16-8 h) ¢ luminosidade (40 umoles de fotons
m? s). Os tubos de ensaio foram observados semanalmente visando detectar o aparecimento de
contaminagdes microbioldgicas, além da ocorréncia de oxidacgéo fendlica.

Apb6s o estabelecimento e estabilizagdo in vitro das culturas teve inicio a fase de
multiplicacdo, empregando-se o0 meio MS adicionado dos reguladores de crescimento BAP, CIN,
GA; e TDZ, todos a 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 uM. Apds 90 dias foi realizada a avaliacdo do
experimento, sendo considerados os parametros: nimero de brotacdes, brotacbes maiores que dois
cm, altura das brotaces, nimero de raizes e presenga ou auséncia de calos. Adicionalmente, uma
andlise qualitativa foi realizada, sendo que trés avaliadores independentes atribuiram notas que
variaram de 1 a 5 aos explantes representativos de cada tratamento avaliado, sendo a nota 5
atribuida aos explantes de qualidade superior.

As plantas enraizadas e com partes aéreas desenvolvidas foram transferidas para bandejas de
poliestireno expandido de 120 células (120 mL/célula), preenchidas com substrato Plantmax
Hortalicas HT® (Eucatex) umedecido e cobertas com lamina plastica transparente, mantidas sob
sombreamento e irrigacdo periddica em condicdes controladas. Apds 35 dias, as plantulas foram
transferidas para casa de vegetacdo, com sistema automatizado de nebulizacdo por micro-asperséo,
sob pléastico e sombrite® 75%, onde permaneceram por 180 dias até a completa aclimatizacao.

Os dados obtidos nos ensaios de micropropagacdo e espectrofotomentria foram submetidos a
analise de variancia, sendo as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

(Gomes, 1982). As analises foram realizadas utilizando-se o programa SAEG, versdo 9.1.

Atividade das enzimas antioxidantes

Os extratos brutos para as determinagOes das atividades das catalases (CATS), das
peroxidases (PODs) e das superoxido dismutases (SODs) foram obtidos pela maceracao de 0,3 g de
tecidos foliares frescos em Ny liquido a partir de amostras coletadas nas regides apical, mediana e
basal de folhas de individuos naturalmente estabelecidos em trés diferentes pontos de coleta no
Jardim Botanico da UFJF. As amostras foram homogeneizadas em 2 mL de tampao fosfato de

potassio 0,1 M, pH 6,8, na presenca de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto
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de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v), segundo Peixoto et al. (1999), sendo
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos, a 4°C.

A atividade das CATs foi determinada apds a adicdo de 50 pL do extrato enzimatico bruto a
2,95 mL de meio de reacdo constituido de H,0, 12,5 mM em tampao de fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0, a 30°C (Havir e McHale, 1987). O consumo de H,O, foi determinado considerando a
reducdo na absorvancia a 240 nandémetros (nm) utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de
extingdo molar de 36 M™*cm™ (Anderson et al., 1995). A atividade das PODs foi determinada pelo
método de Kar e Mishra (1976) a partir de aliquotas de 50 uL do extrato enzimatico bruto
adicionadas a 4,95 mL de tampéo de fosfato de potéssio 25 mM, pH 6,8, contendo pirogalol 20 mM
e H,0, 20 mM. Apos incubacdo por 1 minuto a 25°C, a reacdo foi interrompida pela adi¢do 0,5 mL
de H,SO,4 5% (v/v) e a absorvéncia da solucdo foi lida a 420 nm. A atividade das PODs foi estimada
pela avaliacdo da quantidade de purpurogalina formada, utilizando-se, para os calculos, o
coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM™cm™ (Chance e Maehley, 1955). A atividade das SODs
foi determinada segundo Del Longo et al. (1993). A mistura de reagdo constituida de metionina 13
mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 uM, em tampdo de
fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8, foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico bruto. A reacao foi
conduzida a 25°C em camara de reacao sob a iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. A
reacdo foi iniciada pela ligacdo da lampada e, ap6s 4 minutos, interrompida pelo desligamento da
mesma (Giannopolitis & Ries, 1977). A producédo de formazana azul, resultante da fotorreducéo do
NBT, foi estimada pela determinagdo do incremento na absorvancia a 560 nm. Uma unidade de
SOD é definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do
NBT (Beauchamp & Fridovich, 1971).

Os teores de proteinas dos extratos enziméaticos foram determinados pelo método de Lowry

et al. (1951), utilizando BSA como padrao.

Eletroforese em gel nativo (native-PAGE):

Para a determinacdo dos perfis isoenzimaticos das amostras das diferentes posi¢Oes das folhas
foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida nativo (native-PAGE) constituidos de gel de
separacdo 10% e gel de empilhamento 4%, segundo o método modificado de Davis (1964). A
corrida foi realizada a 4°C, sem adicdo de SDS e mercaptoetanol. Um minissistema de eletroforese
vertical foi utilizado (Modelo Mini-Protean Tetra Cell; Bio-Rad®). Nas eletroforeses foram
utilizados os mesmos extratos utilizados nas analises espectrofotométricas. A corrida foi realizada a
100 V enquanto o azul de bromofenol permaneceu no gel de empilhamento, sendo aumentada para

120 V assim que o corante alcangou o gel de separacdo. Para a caracterizagdo das isoenzimas da
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superoxido-dismutase (SOD, EC:1.15.1.1), o gel, apos eletroforese em poliacrilamida (PAGE), foi
incubado em tampédo Tris HCI 0,5 M (pH 8,5), contendo 5 mg de riboflavina, 10 mg de brometo
azul de tiazolil tetrazélio (MTT) e 150 mg de EDTA (Alfenas, 2006). Os geis foram agitados
lentamente durante exposi¢do a uma lampada de 15 W em transiluminador até o aparecimento de
bandas brancas em fundo violeta. As isoenzimas da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foram
caracterizadas pela incubacdo do gel apos eletroforese em tampéo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0),
contendo 40 mg de orto-dianisidina e 3 ml de H,O; a 35%. Em seguida, o gel foi incubado em
estufa a 37°C até o aparecimento de bandas alaranjadas (Alfenas, 2006). As isoenzimas da catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) foram caracterizadas pela incubacdo do gel em solugéo contendo 0,003% (v/v)
de H,0,, por 25 min, e pelo posterior tratamento com solugdo contendo 1% (v/v) de FeClz; e 1%
(v/v) de K3Fe(CN)g, por 10 min, conforme descrito por Woodbury et al. (1971).

Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE):

Para determinacdo dos perfis de proteinas totais das amostras nas diferentes posi¢bes das
folhas foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) com 0,1% de dodecil
sulfato de sodio (SDS), de acordo com Laemmli (1970). As amostras foram solubilizadas,
separadamente, em tampao de amostra. Foram aplicados 60 g de proteina por pogo. A corrida foi
realizada em voltagem constante de 100 V durante duas horas. Os géis foram corados com
Coomassie brilliant blue G-250. O marcador de peso molecular utilizado foi o Amersham ECL

Full-Range Rainbow (GE), cuja amplitude de pesos moleculares varia de 12 a 225 kDa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo in vitro das sementes de Billbergia horrida teve inicio 15 dias apds a
inoculacdo, com 100% de eficiéncia e auséncia de contamina¢do microbiana, evidenciando elevada
germinabilidade e a eficacia dos procedimentos de desinfestacdo das sementes.

Na etapa de multiplicacdo, a adi¢cdo de BAP promoveu aumentos significativos no nimero de
brotacbes (Tabela 1, Fig. 1), principalmente nas concentra¢des de 2,5; 5,0 e 7,5 uM, nas quais
foram observados os valores mais elevados de brotos/explante (18,5; 18,5 e 21,9, respectivamente).
Como as meédias dos numeros de brotagdes ndo diferiram entre si, a utilizagdo da menor
concentracdo de BAP é a mais adequada, o que contribui para a reducdo dos custos de producao do
meio de cultura e evita a ocorréncia de hiperidricidade nos tecidos. Das citocininas disponiveis, a
BAP é a mais utilizada na maioria dos trabalhos com bromélias, uma vez que é acessivel e
altamente eficiente na promocdo da multiplicacdo in vitro em diferentes especies (Mercier &
Nievola, 2003; Pasqual et al., 2008).
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Em estudo realizados com Billbergia distachia, Mendes et al. (2007) relataram incrementos
significativos no nimero de brotagcdes em resposta a suplementacdo do meio de cultura com 10 e 15
uM de BAP, concentracGes superiores as utilizadas no presente trabalho. Como as culturas de B.
horrida responderam satisfatoriamente a concentragfes mais baixas de BAP, é possivel inferir que
essa espécie € mais prolifica que B. distachia. Nos tratamentos em que o0s outros reguladores de
crescimento foram utilizados, o0 nimero de brotacdes foi expressivamente menor, o que demonstra a
eficacia do BAP na promocao in vitro da multiplicacdo de brotacbes em B. horrida. Em culturas de
V. scalaris, Silva et al. (2009) observou-se que o BAP foi mais eficaz do que a CIN para estimular a
multiplicacdo in vitro das brotagdes, sendo 4,5 UM a concentragdo que Proporcionou um maior
numero de brotacdes. Os autores sugerem que concentracfes mais elevadas de BAP resultariam na
obtencdo de taxas ainda mais elevadas de multiplicacéo.

Na concentra¢do de 10 uM de CIN foram obtidas 3,8 brotagdes/explante, um valor aceitavel,
porém muito inferior aqueles obtidos nos tratamentos suplementados com BAP (Grattapaglia &
Machado, 1998). O acréscimo de TDZ ao meio de cultura promoveu a formacao de calos em todas
as concentracdes avaliadas (Tabela 1, Fig. 1). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a adicdo
excessiva de citocinina no meio de cultura pode causar toxidez, que se caracteriza pelo entufamento
excessivo e deficiéncia no alongamento das culturas, além de reducdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrenos, engrossamento excessivo dos caules e hiperidricidade generalizada. O
acréscimo de GA3z também ndo resultou em incrementos expressivos no nimero de brotacdes para
B. horrida, de modo que as médias ndo diferiram em si. Resultados similares também foram
encontrados por Soares et al. (2009), trabalhando com o hibrido de orquidea Hadrolaelia lobatta x

Hidrolaelia purpuratta Aco.

Tabela 1. Nimero de brotacGes em explantes de Billbergia horrida obtidas in vitro na presenca de

concentragdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAg, 90 dias ap0s a inoculagéo.

Concentragdo (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,0 bD* 1,0aD 1,0cD 1,0bD
2,5 1,0 bD 0,0 bE 18,5 aA 1,3ab
5 1,0 bD 0,0 bE 18,5 aA 1,0aD
7,5 1,0bD 0,0 bE 21,9 aA 1,0aD
10 3,8aC 0,3 bE 10,4 bB 1,3ab

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Os valores mais elevados de brotacdes com tamanhos superiores a 2 cm foram observados
em resposta a concentragdo de 10 uM de CIN (Tabela 2, Fig. 1) e, também, nos tratamentos
suplementados com GAg3, cujas medias ndo diferiram entre si. As giberelinas estdo associadas a
promoc¢do do alongamento in vitro dos explantes em bromélias (Dal Vesco & Guerra, 2010). Os
resultados obtidos neste trabalho estdo em consonancia com a tendéncia reportada por Mendes et al.
(2007), segundo os quais, a atuacdo do GA; esta mais relacionada ao alongamento dos explantes de

Billbergia distachia do que, de fato, a promoc¢éo da multiplicacdo das suas brotacées.

Figura 1. Detalhes de plantulas de B. horrida cultivadas in vitro em meios MS suplementados com
KIN (1,2,3,4-A),de TDZ (5,6, 7,8 - A), BAP (9, 10, 11, 12 - B) e GA;3 (13, 14, 15, 16 - B), 90
dias apo6s a inoculacdo. Todos os reguladores de crescimento estdo, respectivamente, a 2,5, 5,0, 7,5
¢ 10,0 uM. Plantulas aclimatizadas B. horrida (C), 35 dias ap6s a transferéncia para condi¢des ex
vitro.
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Tabela 2. Namero total de brotacdes maiores que 2 cm em explantes de Billbergia horrida obtidas
in vitro na presenca de concentracdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAj;, 90 dias apos a
inoculacéo.

Concentragao (UM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,0 bA! 1,0 aA 1,0aA 1,0aA
2,5 1,0 bA 0,7 bB 0,7 bB 1,3aA
5 1,0 bA 0,7bB 0,7 bB 1,2 aA
7,5 1,0 bA 0,7 bB 0,7 bB 1,2 aA
10 1,6 aA 0,9bB 0,7 bB 1,3aA

T_etras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Nos tratamentos suplementados com TDZ e com BAP, o numero meédio de brotacdes
superiores a dois centimetros foi menor (Tabela 2, Fig. 1). Manfio et al. (2010) também observaram
que a suplementacdo do meio de cultura com o BAP reduziu o tamanho das brotacdes de
Orthophytum grossiorum. O mesmo efeito foi relato por Pasqual et al. (2008), em estudo com
Ananas comosus var. erectifolius, confirmando os resultados observados no presente trabalho.

A formacdo de raizes em Billbergia horrida foi primorosa na presenca de CIN e de GA;
(Tabela 3). Segundo Kochiba et al. (1974), o GAz estimula o aparecimento e/ou desenvolvimento de
zonas meristematicas preexistente nas raizes, estimulando a rizogénese. Apesar disso, 0 nimero de
raizes nao diferiu entre as concentracdes em resposta ao GAs. Esses resultados diferem dos obtidos
por Alcantara et al. (2014) e por Carvalho et al. (1998). Em estudos, com cana-de agulcar € com
café, esses autores observaram que a adicdo de GAsz; em concentracdes elevadas afetou
negativamente a emergéncia das raizes. No entanto, outros autores asseguram que o GAs, em
concentragdes elevadas, pode aumentar as taxas de enraizamento (Diniz et al., 2003; Pasqual et al.,
1990). No presente trabalho, a elevacdo da concentracdo de GA3 ndo proporcionou um incremento
significativo no ndmero de raizes, reforcando a premissa de que a resposta das culturas aos
reguladores de crescimento é variavel conforme a espécie (Grattapaglia & Machado, 1998), sendo
também dependente da idade e do sitio de absor¢éo do hormonio (Rhagavan & Torrey 1964).

Nos tratamentos suplementados com CIN a 2,5 e 7,5 uM foram obtidas, respectivamente, 6,3
e 4,9 brotagdes/explante, sendo esses valores similares aos encontrados nos tratamentos
suplementados com GAs;. Na presenca de TDZ e de BAP, o desenvolvimento de raizes ndo foi
observado em nenhuma das concentraces avaliadas (Tabela 3). Macedo et al. (2003) também

observaram a inibi¢do na formacgdo de raizes em Ananas comosus cultivados em meio de cultura
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suplementado com BAP. As citocininas podem inibir o enraizamento devido a sua forte interagéo
com outros hormonios, interferindo na atividade de auxinas e inibindo a divisdo celular associada a

fase de iniciacéo da rizogénese (Grattapaglia & Machado, 1998).

Tabela 3. Numero total de raizes em explantes de Billbergia horrida obtidas in vitro na presenca de

concentragdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAgz, 90 dias apds a inoculacéo.

Concentragao (UM) CIN TDZ BAP GA3
0 2,6 aB 2,6 aB 2,6 aB 2,6 bB
2,5 6,3 aA 0,0bC 0,5bC 5,6 aA
5 3,1aB 0,0bC 0,0bC 4,3 aA
7,5 4,9 aA 0,0bC 0,0bC 6,6 aA
10 2,5aB 0,0bC 0,0bC 6,3 aA

T_etras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Raizes mais longas foram obtidas nos tratamentos suplementados com GAg3, especialmente
nas concentracdes de 5 e 7,5 uM, medindo 6,6 e 8,7 cm de comprimento, respectivamente, embora
esses valores ndo tenham diferido em relacdo ao controle (Tabela 4). Silva et al. (2009), em estudo
com Vriesea scalaris, encontraram as maiores taxas de enraizamento na auséncia de reguladores de
crescimento. Ha espécies que enraizam sem necessidade de suplementacdo adicional com auxinas,

provavelmente devido ao nivel enddgeno se encontrar adequado para a promogdo do enraizamento.

Tabela 4. Tamanho de raizes em explantes de Billbergia horrida obtidas in vitro na presenca de

concentragdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAg, 90 dias apds a inoculagéo.

Concentragdo (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 6,6 aA" 6,6 aA 6,6 aA 6,6 aA
2,5 2,2¢cB 0,0bC 0,0bC 3,9bB
5 4,0 bB 0,0bC 0,0bC 6,6 aA
7,5 3,9bB 0,0 bC 0,0bC 8,7 aA
10 2,8¢cB 0,0bC 0,0bC 4,0 bB

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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A andlise qualitativa realizada nas culturas de B. horrida destacou o tratamento
suplementado com 2,5 uM de BAP (Tabela 5) como o melhor, sendo esse tratamento o de maior
destaque na andlise quantitativa realizada para o nimero de brotacdes. Esses resultados permitem

concluir que B. horrida possui elevado potencial de multiplicagdo em sistemas de cultivo in vitro.

Tabela 5. Média das notas atribuidas a explantes de Billbergia horrida obtidos in vitro na presenca

de concentracgdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAgz, 90 dias apds inoculacao.

Concentrag&o (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 2,8 bC” 2,8aC 2,8¢cC 2,8aC

2,5 2,4bD 1,1dE 4,7 aA 3,5aB

5 3,3aB 1,5¢D 3,9bB 3,4aB

7,5 2,8bC 2,1bD 3,8bB 3,7 aB

10 2,8bC 2,3bD 3,5bB 3,3aB

T_etras mintsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. *(A nota 5 foi atribuida a explantes com melhor qualidade enquanto a nota 1 a explantes de baixa
qualidade).

Atividade das enzimas antioxidantes

Quando expostas a condicBes bidticas ou abidticas estressantes, as plantas podem aumentar a
producdo de EROs, conduzindo a uma alteracdo no estado redox dos sistemas metabdlicos,
induzindo, por conseguinte, a ocorréncia de estresse oxidativo (Wang et al. 2003). Os valores mais
elevados de atividade enzimatica das peroxidases (PODs) foram observados na regido apical das
folhas de Billbergia horrida, sendo esses valores superiores aos encontrados nas por¢cdes mediana e
basal (Tab. 6). Por sua vez, a atividade das PODs na porc¢éo basal das folhas foi mais elevada que a
encontrada na regido mediana das mesmas.

Na presenca de H,O,, as peroxidases podem oxidar diferentes substratos, produzindo EROs
(Passardi et al., 2005). Segundo Barboza et al. (2014), a fotorrespiracdo € a principal fonte de H,O,
em células fotossintéticas. Durante a fotossintese ocorrem simultaneamente a respiracdo e a
fotorrespiracao, eventos que contribuem para a producédo de EROs (Du et al., 2001). No presente
estudo, nos também encontramos atividades enzimaticas das SODs mais elevadas na regido apical
das folhas (Tab. 6). As SODs promovem a transmutacdo dos radicais superoxido (O,") gerando
peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Alscher et al., 2002). Muito provavelmente,

quantidades elevadas de peroxido de hidrogénio foram produzidas como consequéncia da atividade
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das SODs nessa regido da folha. Usando o H,O, como oxidante, as peroxidases podem gerar
espontaneamente polimeros de lignina (Lewis & Yamamoto, 1990). Segundo Burnette (1977), as
PODs catalisam a oxidacdo alcool-coniferil, formando radicais fenolicos que, em seguida,
polimerizam-se para formar a lignina, polimero que contribui para o fortalecimento mecanico das
celulas. De fato, na regido apical os tecidos sdo mais lignificados em comparacdo a regido basal,
onde os tecidos apresentam-se mais tenros e com maior suculéncia. A lignificacdo € uma
caracteristica associada a atividade enzimatica das PODs, que foi mais elevada na regido apical das

folhas.

Tabela 6. Atividade das POD [nmol mg™ (prot.) min™'] e das SOD [U mg™ (prot.)] e de proteinas

totais [mg g™ (f.m.)] provenientes de trés regides foliares de Billbergia horrida,.

Posicéo POD SOD PROT
Apical 6,10 a 171,65 a 385,8a
Mediana 2,80¢c 109,71 b 286,8 b

Basal 3,64b 66,52 C 133,3 ¢

!Nas linhas, letras maitsculas comparam os individuos. Nas colunas, letras mindsculas comparam as diferentes partes
das folhas. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Os valores mais elevados de atividade enzimatica das superdxido dismutases (SODs) também
foram encontrados na porcdo apical (Tab. 6). A atividade das SODs reduziu ao longo do
comprimento da folha, desde a regido apical até a basal, mostrando um gradiente longitudinal de
atividade enzimaética, com diferencas significativas nas trés regiGes analisadas. A atividade
enzimatica da SOD na regido apical das folhas foi até 158,09% maior em comparacao a regido basal.

A regido apical consiste no sitio de assimilagdo fotossintética das bromélias, de modo que
essa porcdo se encontra mais exposta a luz do que a basal (Popp et al., 2003). Segundo Freschi et al.
(2010), a incidéncia de luz decresce do apice para a base das folhas. Sabe-se que as EROs sédo
constantemente formadas durante a fotossintese (Foyer & Fletcher, 2001), onde o oxigénio é o
aceptor natural dos elétrons da cadeia de transporte de elétrons (CTE), na qual o radical superoxido
é gerado nos tilacoides (Veljovid-Jovanovid, 1998). Durante o fluxo de elétrons na CTE, quando a
ferredoxina se encontra muito reduzida, os elétrons podem ser transferidos do fotossistema | para o
oxigénio, o que conduz a formacao do radical superdxido (O;""). ESse processo provoca aumento no
fluxo de elétrons na cadeia, intensificando a geragdo de EROs em processo denominado reacdo de
Mehler (Panda & Khan, 2009), que ocorre especialmente sob intensidades luminosas elevadas (Taiz

& Zeiger, 2013). As atividades mais elevadas da SOD na regido apical podem ser explicadas pela
83



sua funcdo metabdlica de protecdo dos tecidos vegetais contra os efeitos tdxicos do radical
superdxido gerado na fotossintese, que € mais intensa nessa regido da folha.

Takahashi & Mercier (2011) encontraram conteudos de clorofilas totais e de amido
significativamente maiores na regido apical das folhas de Vriesea gigantea, sendo o teor de amido
aproximadamente trés vezes maior do que o armazenado na porgdo basal. Zotz et al. (2002)
verificaram que a taxa fotossintética na regido apical de folhas de Vriesea sanguinolenta foi maior
do que a encontrada na porcdo basal. Pereira et al. (2013) caracterizaram o padrdo espacial de
expressdo do metabolismo MAC em Guzmania monostachia em resposta ao déficit hidrico. Eles
observaram que a PEPC e a MDH exibiram maiores atividades na porcao apical de folhas MAC
induzidas. Nessa regido também ocorreu maior acumulacdo noturna de acidos organicos,
principalmente dos acidos malico e citrico. Em estudo com Vriesea gigantea, um bromélia tanque
epifita, Takahashi et al. (2007) detectaram menores quantidades de tricomas e maior densidade
estomatica no apice foliar em comparacéo a base da folha. Os resultados obtidos nos estudos citados
evidenciam uma tendéncia de a regido apical das folhas ser fotossinteticamente mais ativa. Em
funcéo disso, a geracdo de EROs ocorre de modo mais intenso nessa parte da folha, conduzindo a
maiores atividades das enzimas oxidativas, como, de fato, se verificou em nosso estudo. Todavia, a
atividade das catalases (CATs) ndo foi detectada em nenhum dos trés individuos avaliados,
independentemente da regido analisada das folhas.

No presente estudo, contetidos de proteinas mais elevados foram encontrados na regido apical
das folhas, sendo 189,4% maiores que o observado na regido basal. Em nosso estudo, nds
verificamos uma reducdo no conteudo de proteinas desde a porcao apical em direcdo a basal (Tab.
6), caracterizando, de modo semelhante ao observado para a SOD, um gradiente longitudinal no
conteudo de proteinas. Takahashi & Mercier (2011) verificaram a existéncia de diferencas na
assimilacdo de nitrogénio entre as porcdes basais e apicais de folhas de Vriesea gigantea. Os
autores quantificaram as atividades das enzimas glutamina sintetase e glutamato desidrogenase
nessas regides e sugeriram que a regido apical estaria, preferencialmente, envolvida com a
assimilacdo do nitrogénio enquanto a por¢do basal atuaria na absorcao desse elemento. O nitrogénio
é essencial para a formagdo das proteinas, nucleo-proteinas e outros compostos como aminas,
aminoacidos e poliptideos (Magalhdes, 1979). Em estudo com Ananas comosus, Medina et al.
(1994) detectaram maiores contetdos de nitrogénio e de lipidios nas regides apicais e medianas das
folhas em comparacdo com as regides basais. Possivelmente, os maiores contetdos de proteinas
encontrados na regido apical das folhas de Billbergia horrida podem estar relacionados aos

mecanismos de assimilagdo do nitrogénio, que ocorrem preferencialmente nessa regido da folha,
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conforme observado por Takahashi & Mercier (2011). Estudos relacionados a avaliagdo do

conteudo de proteinas em diferentes regides foliares de bromélias sdo inexistentes até 0 momento.

Perfis eletroforéticos

A peroxidase (POD) é codificada por uma familia multigénica, apresentando formas mdaltiplas
entre espécies e cultivares e em resposta a idade fisioldgica, parte da planta, tipo de tecido e
compartimento celular (Scandalios, 1974; Amiot et al., 1995).

A eletroforese do extrato enzimatico da POD mostrou, no individuo 1 de Billbergia horrida, a
presenca de uma isoforma bastante evidente na porcéo apical da folha (pogos 1 e 2), confirmando a
elevada atividade enzimatica encontrada nessa porcdo nas analises espectrofotométricas. Para a
porcdo mediana (pocos 3 e 4) e para a basal (pocos 5 e 6) da folha, ndo foi detectada atividade
enzimética da POD, resultado que se explica, em certo grau, pela baixa atividade observada para
esta enzima nos ensaios de espectrofotometria (Fig. 2A).

No individuo 2, a amostra correspondente a regido apical da folha (pogos 7 e 8) apresentou
apenas uma isoforma fracamente visivel da POD (Fig. 2A). Para a por¢do mediana da folha (pogos
9 e 10), foi observada a presenca de uma banda de intensidade intermediaria, ligeiramente mais
forte do que a apresentada pela amostra procedente da porcéao apical da folha. Os pocos 1 e 2, do gel
B, correspondem a amostras procedentes da regido basal do individuo 2, em que foram observadas
bandas de intensidade forte, coincidindo com a atividade enziméatica mais elevada encontrada nos
ensaios de espectrofotometria para essa regido da folha (Fig. 2B).

A porcdo apical da folha do individuo 3, correspondente aos pocos 3 e 4, gerou bandas muito
evidentes, confirmando a atividade enzimatica mais elevada observada nos estudos de
espectrofotometria com materiais dessa regido da folha. Para as amostras referentes a regido
mediana (pocos 5 e 6), ndo foi detectada atividade enzimatica, com a auséncia de bandas no gel.
Nos pogos 7 e 8, correspondentes a amostra da porcdo basal da folha, foi observada a presenca de
uma isoforma de intensidade fraca (Fig. 2B).
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Figura 2. Géis de poliacrilamida nativos das isoenzimas da POD e da SOD de extratos de folhas de
de trés individuos de Billbergia horrida estabelecidos em condi¢des naturais. Gel A: Individuo 1:
pogos 1 e 2 (porcéo apical) pocos 3 e 4 (porcdo mediana); pocos 5 e 6 (por¢do basal). Individuo 2:
pocos 7 e 8 (porcdo apical); pogos 9 e 10 (por¢do mediana). Gel B: Individuo 2: pocos 1 e 2 (regido
basal). Individuo 3: pocos 3 e 4 (porgdo apical); pocos 5 e 6 (porcdo mediana); pogos 7 e 8 (por¢ao
basal; Individuos 1 e 3: pocos 9 e 10, respectivamente (porcao apical). Gel C:_Individuo 1-Portea
petropolitana: pocos 1, 2 e 3 (regido apical);_Individuo 1- Tillandsia polystachia: pogos 4, 5 e 6
(regido apical); Individuo 1- Billbergia horrida: pocos 7, 8 e 9 (porcdo apical). Gel D: Individuo 1:
pogos 1 e 2 (porcéo apical) pocos 3 e 4 (porcdo mediana); pocos 5 e 6 (por¢do basal). Individuo 2:
pocos 7 e 8 (porcdo apical); pogos 9 e 10 (por¢do mediana). Gel B: Individuo 2: pocos 1 e 2 (regido
basal). Individuo 3: pocos 3 e 4 (porgdo apical); pocos 5 e 6 (por¢do mediana); pocos 7 e 8 (porcao
basal; Individuos 1 e 3: pocos 9 e 10, respectivamente (porcao apical).
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Em estudo realizado com cultivares de alface, Flores (2010) observou diferengas nos padrdes
isoenzimaticos da POD entre as diferentes porcdes das folhas. Avaliando a organogénese in vitro de
Acanthophyllum sordidum, Meratan et al. (2009) encontraram até cinco isoformas da POD em
plantulas, raizes, calos e brotos. Por sua vez, Lee et al. (2009), trabalhando com trevo branco,
observaram a presenca de isoenzimas da POD somente nas folhas submetidas ao estresse hidrico,
sendo as bandas ausentes no controle. Aghaleh et al. (2014), em estudo com duas espécies de
Salicornia cultivadas in vitro e submetidas a salinidade, relataram a presenca de duas isoformas da
POD nos géis em ambas as espécies, encontrando expressdo diferencial das isoformas em resposta a
exposicdo a salinidade. Em estudo com macieira, Molassiotis et al. (2006) relataram aumento na
atividade da POD em resposta a salinidade, sendo que até cinco isoformas foram expressas em
explantes expostos ao estresse. Fazelli et al. (2007) analisaram os efeitos da seca em raizes de dois
cultivares de gergelim e observaram a presenca de bandas da POD similares em todos os niveis de
seca. Em estudo com dois hibridos de alamo com tolerancia diferencial ao ozénio, Bernardi et al.
(2004) observaram até sete isoformas da POD em folhas maduras ndo expostas ao 0zénio, enquanto
em folhas jovens, somente uma isoforma foi detectada.

Estudos também tém mostrado a ocorréncia de diferentes padrdes nas atividades de enzimas
antioxidativas durante a senescéncia. Um aumento na geracdo de EROs devido ao envelhecimento
pode ser responsavel por essas diferencas (Bestwick et al., 1997). Segundo Bernardi et al. (2004),
padrdes diferenciais de atividade das isoenzimas da SOD, POD e CAT ocorrem em resposta ao
gendtipo, ao desenvolvimento foliar e a exposicdo ao ozénio em hibridos de alamo. Diferencas
significativas também foram observadas entre as folhas jovens e as maduras quanto as isoformas
das referidas enzimas. A hipotese de que o envelhecimento resulta de uma acumulacdo de radicais
livres nocivos € amplamente aceita (Harmam, 1981). As EROs sdo acumuladas de forma
progressiva em resposta ao envelhecimento, sendo o cloroplasto a organela mais importante (Foyer
& Noctor 2000). O fato de termos encontrado maior intensidade nas isoformas da POD na porc¢éo
apical das folhas possivelmente decorre dessa regido ser fisiologicamente mais madura da folha e
fotossinteticamente mais ativa, uma vez que os apices foliares correspondem ao sitio de assimilacdo
fotossintética das bromélias (Freschi et al., 2010), processo fisioldgico associado a producgdo de
EROs. Na analise espectrofotométrica nds também encontramos maior atividade dessa enzima na
regido apical da folha. Essas evidéncias reforcam a hipétese de as respostas estarem relacionadas ao
processo natural de senescéncia foliar, o qual sempre é mais precoce na regido apical da folha. As
PODs também estdo associadas aos processos de biossintese de parede celular e lignina (Van
Huystee, 1987), sendo a atividade enzimatica regulada pelo desenvolvimento, tal como reportado

por Bernardi et al. (2004), em estudo com hibridos de alamo.
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No gel C sdo apresentados os perfis isoenzimaticos das POD de trés espécies de bromelias
estudadas no presente trabalho, sendo que, nos pocos 1, 2 e 3, foram aplicados extratos enzimaticos
de Portea petropolitana, para a qual foi observada a presenca de duas isoformas bem visiveis,
sendo uma, de menor intensidade e a outra, de forte intensidade. Nos pocos 4, 5 e 6 foram aplicadas
amostras de Tillandsia polystachia, para a qual ndo foi detectada atividade enzimética da POD. Nos
pocos 7, 8 e 9 foram aplicadas amostras de Billbergia horrida, sendo observadas duas isoformas
bem visiveis da POD, sendo uma, de menor intensidade e outra de forte intensidade (Fig. 2C). A
variacdo entre as espécies com relacdo a intensidade das bandas pode estar associada a diferencas
em relacdo aos locos envolvidos e ao contetdo de substratos disponiveis nas diferentes partes da
folha. Menores intensidades das bandas das isoenzimas da POD foram detectadas sempre na porcao
mediana das folhas nos individuos das trés espécies, sendo as maiores intensidades das bandas
observadas nas porcOes apicais das folhas dos individuos 1 e 3 e, em contraste, na regido basal do
individuo 2 (Fig. 2C).

A eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante do extrato enzimatico da SOD
resultou no aparecimento de duas isoformas em todas as amostras dos trés individuos avaliados, ndo
diferindo os perfis isoenzimaticos nas diferentes regiGes da folha. Os perfis isoenzimaticos dos trés
individuos estudados foram similares, exibindo duas isoformas comuns a todas as porc¢des da folha
(Fig. 2D-E). Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisas com Portea petropolitana, a
expressao diferencial das isoenzimas de SOD entre individuos também foi observada (dados nédo
publicados). A variabilidade isoenzimatica tem sido associada ao tipo de tecido e a idade de
desenvolvimento, observando-se variagdes no nimero ou nivel de expressdo em resposta a espécie e
ao cultivar (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et al., 2005; Rudrapa et al., 2005;
Hilaire et al., 2008).

Em estudo relacionado a organogénese in vitro de Acanthophyllum sordidum, Meratan et al.
(2009) encontraram até seis isoformas da SOD em plantulas, raizes, calos e brotos. Por sua vez, Lee
et al. (2009), trabalhando com trevo branco, observaram a presenca de apenas duas isoenzimas da
SOD, cuja intensidade mostrou-se mais intensa quando a planta foi submetida ao déficit hidrico.
Trabalhando com genétipos de feijdo-guandu submetidos ao alagamento, Kumutha et al. (2009)
encontraram cinco isoformas da SOD, sendo estas mais expressas em condicGes alagadas no
gendtipo mais tolerante. Em estudo com dois hibridos de &4lamo com tolerancia diferencial ao
ozonio, Bernardi et al. (2004) detectaram quatro isoformas da SOD, embora as variagdes entre as
bandas tenham sido apenas quantitativas. Aghaleh et al. (2014), em estudo com duas espécies de
Salicornia cultivadas in vitro e submetidas a salinidade, relataram a presenca de seis isoformas da

SOD nos géis em ambas as espécies, cuja atividade total foi gradualmente aumentada em resposta
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ao estresse salino. O aumento da atividade da SOD em resposta a salinidade também foi reportado
por Molassiotis et al. (2006) em estudo com macieira. Fazelli et al. (2007) analisaram os efeitos da
seca em raizes de dois cultivares de gergelim, observando a presenca das mesmas bandas da SOD
nos dois cultivares, embora com diferentes intensidades.

As amostras apresentaram diferentes conteudos de proteinas nas diferentes porcdes das folhas.
Provavelmente, a maior fracdo da proteina sollvel total (Tab. 6) foi constituida pelas enzimas com
maior atividade enzimatica detectada nos géis. Todavia, tal como observado no ensaio
espectrofotométrico, nenhuma isoforma da catalase (CAT) foi detectada na eletroforese realizada,
independentemente do individuo e da posi¢do na folha.

Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida quando conduzida com a proteina na forma
desnaturada pela acdo do dodecil sulfato de sddio, é denominada SDS-PAGE (Sgarbieri, 1996). O
padrdo de peso molecular aplicado no poco 1 do gel possuia oito bandas, cujos pesos moleculares
variaram de 225 a 24 kDa (Fig. 3). Os pocos 2, 3 e 4 apresentam os perfis de proteinas
respectivamente das regides apical, mediana e basal de folhas do individuo do primeiro ponto de
coleta. No pogo 2, correspondente a regido apical da folha, foi observada um banda proxima a 225
kDa e uma banda de intensidade fraca entre 31 e 24 kDa. No pog¢o 3, correspondente a regiao
mediana da folha, também foi observada a presenca de uma banda proxima a 225 kDa, porém com
menor intensidade. No poco 4, onde foi aplicada amostra da regido basal, ndo foi observada
nenhuma banda. Nos pocos 5, 6 e 7 foram aplicadas amostras extraidas respectivamente das regides
apical, mediana e basal de folhas do segundo ponto de coleta. Nos pocos 5 e 6, correspondentes as
regies apical e mediana da folha, foi observado o mesmo perfil, com a visualizacdo de uma banda
proxima a 31 kDa, outra com menor intensidade, préxima a 24 kDa, e uma inferior, com
aproximadamente 24 kDa. No pogo 7, correspondente a regido basal da folha, ndo foi observada
nenhuma banda. Nos pocos 8, 9 e 10, correspondentes ao terceiro ponto de coleta, foi observada a
mesma tendéncia do segundo ponto, sendo que 0s pocos 8 e 9 apresentaram uma banda mais intensa
proxima a 31 kDa. Uma banda proxima a 38 kDa, com intensidade fraca, ocorreu desde o poco 5
até o pogo 9. No poco 10, correspondente a regido basal, nenhuma banda foi visivel. Nos trés
pontos de coleta 0 menor numero de bandas foi visualizado para amostras extraidas da regido basal,
corroborando, adicionalmente, os resultados obtidos pela anélise de quantificagdo de proteinas

totais.
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Figura 3: Perfis proteicos em SDS-PAGE dos extratos obtidos de folhas de trés individuos de
Billbergia horrida estabelecidos em condi¢fes naturais. O poco 1 corresponde ao marcador de peso
molecular. Pogos 2, 3 e 4 correspondem a regido apical, mediana e basal de folhas do individuo 1.
Pocos 5, 6 e 7 correspondem a regido apical, mediana e basal de folhas do individuo 2. Pocos 8, 9 e
10 correspondem a regido apical, mediana e basal de folhas do individuo 3.

CONCLUSOES:

Os resultados encontrados no presente estudo possibilitaram o desenvolvimento de um
protocolo eficiente de multiplicacdo para Billbergia horrida. As culturas foram estabelecidas in
vitro a partir de sementes. As maiores taxas de multiplicacdo in vitro de B. horrida foram obtidas
em meio de cultura suplementado com BAP, na concentracdo de 2,5 uM. Explantes enraizados
foram obtidos em resposta a0 GAs, na concentragdo de 2,5 uM. Apds trés meses de cultivo in vitro
as plantas foram eficientemente aclimatizadas, evidenciando que a micropropagacdo é uma
ferramenta eficiente para a conservagdo e propagacdo em larga escala de B. horrida, uma espécie
endémica da Mata Atlantica. Padrdes isoenzimaticos da SOD foram similares em todas as regides
avaliadas das folhas. Para as PODs foram observados diferentes padrdes de intensidade de
expressdo da isoenzima nas diferentes posi¢des das folhas. Os resultados encontrados sugerem que
a maior intensidade da isoforma de POD na porcao apical das folhas ocorre em funcdo de essa
regido ser fisiologicamente mais madura, o que foi reforcado pela maior atividade
espectrofotométrica observada nos extratos enzimaticos brutos nessa por¢do da folha. Essas
respostas perecem estar relacionadas a maior maturidade dos tecidos na regido apical das folhas, o
que pode estar associado a biossintese de parede celular e lignina durante o processo natural de
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senescéncia foliar, que ocorre mais precocemente nessa regido da folha. Relatos na literatura da
ocorréncia de atividade diferencial de enzimas antioxidativas em porc¢des especificas de folhas de

espécies de Bromeliaceae estdo sendo apresentados pela primeira vez neste trabalho.
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5. CAPITULO 3--- Artigo nas Normas da Acta Physiologia Plantarum:

Propagacéo in vitro e analises enzimaticas em plantas de Tillandsia polystachia (L.)

Aline M. de O. Silva - Cristiano F. Resende - Vinicius P. Sacramento - Priscila F. Pinto -

Cleberson Ribeiro - Acelino C. Alfenas - Paulo H. P. Peixoto

Resumo- A familia Bromeliaceae apresenta distribuicdo essencialmente neotropical,
compreendendo 52 géneros e 3.320 espécies. O acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas,
somado ao extrativismo predatério, tem levado a reducdes drasticas nas populacdes. A cultura de
tecidos apresenta-se como uma opcdo bastante atrativa, propiciando taxas elevadas de
multiplicacdo. A realizacdo de pesquisas fisiologicas basicas com bromélias ainda é rara. O Op,
inevitavelmente, conduz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em eventos
metabolicos normais como a fotossintese e a respiragdo. Os sistemas de defesa que promovem a
eliminacdo das EROs envolvem mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. No sentido de
promover a preservacao in vitro de Tillandsia polystachia assim como a sua multiplicacdo em larga
escala, este estudo teve por objetivos o estabelecimento de um protocolo de multiplicacéo in vitro
de alta eficiéncia. Para tanto, diferentes citocininas e uma giberelina foram testadas visando a
identificacdo do tratamento mais adequado. Foram realizados estudos das atividades enzimaticas
brutas e dos perfis isoenzimaticos das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD) em individuos desenvolvidos em diferentes estratos de altura de uma mangueira
(forofito). O tratamento que promoveu a melhor taxa de propagacdo in vitro de T. polystachia foi o
suplementado com BAP a 2,5 pM. Um maior nimero de raizes foi obtido em resposta a GA3 a 10
uM. O mesmo padrdo de isoenzimas da SOD foi observado nas diferentes alturas do fordfito. A
atividade da POD nao foi detectada por eletroforese, embora tenha sido observada na analise
espectrofotométrica, especialmente nas posi¢cdes medianas e na mais elevada do forofito. Na analise
espectrofotométrica, as CATs e as SODs mostraram atividades similares, sendo os valores mais
elevados encontrados nas plantas estabelecidas nas posi¢cdes mais baixas e mais altas do foréfito. O
teor de proteinas também seguiu esse mesmo padrdo. Os resultados deste estudo mostraram, pela
primeira vez, a variagdo na expressdo de enzimas antioxidativas em folhas de plantas de bromélias

desenvolvidas em diferentes alturas de um foréfito.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, biodiversidade, eletroforese, propagagéo in vitro.
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of Biochemistry, Institute of Biological Sciences, Federal University of Juiz de Fora, 36036-900,
Juiz de Fora, Brazil; Cleberson Ribeiro, Department of General Biology, Federal University of
Vigosa, 36570-000 Vigosa, Brazil; Acelino C. Alfenas, Department of Plant Pathology, Federal
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INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae possui distribuicdo essencialmente neotropical (Benzing, 2000),
sendo tradicionalmente subdividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae (Smith & Downs, 1974; Cronquist, 1988). A familia € composta por 52 géneros que
abrangem 3.320 espécies (The PlantList, 2013). Nos dominios da Mata Atlantica Bromeliaceae
apresenta elevada riqueza, diversidade e endemismo, sendo a familia que apresenta o mais alto
namero de espécies ameacadas, condicdo que justifica sua inser¢do como prioridade em programas
de conservacdo da biodiversidade (Pilatti et al., 2011). A Mata Atlantica € uma das 35 areas listadas
como hotspots mundiais para conservacao da vida selvagem (Myers, 2000; Zachos & Habel, 2011).
No entanto, restam apenas 11,73% da sua &rea original (Ribeiro et al., 2009).

O género Tillandsia ocorre em todos os ecossistemas (Martinelli, 2008) e, apesar da alta
riqgueza especifica encontrada no Brasil (53 espécies), estudos envolvendo suas espécies Sao
escassos. Tillandsia polystachia apresenta ampla distribuicdo geografica ocorrendo nos Estados
Unidos, México, Caribe, Coldmbia, Equador, Venezuela e no Brasil, especialmente nos estados do
nordeste (PB, PE, AL, BA) no sudeste (MG, ES, RJ) e no sul (PR). A espécie caracteriza-se por
apresentar inflorescéncias com bracteas verdes, flores com corola atrativa lilas e estames exsertos,
em funcdo da coloracdo de suas bracteas e flores, T. polystachia tem alto valor ornamental (Kremer,
2011).

Reducoes dréasticas das populacdes e consequente perda de diversidade tem ocorrido devido
ao acelerado processo de destruicdo dos ecossistemas e ao extrativismo predatério (Forzza, 1998;
2005). Em funcéo disso, a cultura de tecidos apresenta-se como uma op¢ao bastante atrativa, uma
vez que possibilita a obtencdo de taxas elevadas de multiplicacdo a partir de diferentes explantes,
revertendo os riscos de extingdo (Mercier & Nievola, 2003). A cultura de tecidos é uma ferramenta
importante para a conservacgdo genética das especies, possibilitando o uso sustentavel das plantas
(Soares et al., 2009).
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A realizacdo de pesquisas fisioldgicas basicas com bromélias ainda é rara (Nievola et al.,
2005). Embora necessario para o desempenho normal das funcbes celulares, o O, conduz
inevitavelmente a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em eventos metabdlicos
essenciais como a fotossintese e a respiragdo (Mittler et al., 2002; Bhattacharjee, 2010;
Karuppanapandian et al., 2011; Uarrota et al., 2016). Os centros de reagdo dos PSI e PSII nos
tilacoides sdo locais de intensa geracdo de EROs (Asada, 2006), formadas como resultado da
reducdo parcial do O, atmosférico (Ren et al., 2016). As EROs sdo subprodutos do metabolismo
aerdbico nas plantas (Asada et al., 1987; Gratdo et al., 2005; Moller, 2001), embora quando se
acumulam nos tecidos vegetais em niveis toxicos possam levar as células & morte (Mittler, 2002).
Os sistemas de defesa que promovem a eliminacdo das EROs envolvem mecanismos enzimaticos e
ndo enzimaticos (Kibinza et al., 2011; Mittler, 2002; Scandalios, 1993). Dentre as enzimas que
participam dos principais mecanismos de tolerdncia contra os estresses oxidativos nas plantas
destacam-se as catalases (CATS), as superdxido dismutases (SODs) e as peroxidases (PODSs)
(Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Zheng et al., 2010). A SOD promove a transmutacéo dos radicais
superdxido (O,") a peroxido de hidrogénio (H,0,), sendo considerada uma enzima antioxidativa de
primeira linha de defesa para eliminagéo das EROs (Alscher et al., 2002). As enzimas CAT e POD
finalizam o processo, transformando o H,O, em agua (Mittler, 2002). Desde que os polimorfismos
genéticos para isoenzimas foram descobertos (Stebbins, 1989), eles tém sido utilizados como
marcadores bioguimicos para estudar o desenvolvimento, diferenciacdo e respostas das plantas aos
estresses. O polimorfismo isoenzimatico depende também do estadio de desenvolvimento e
metabdlico da planta, da senescéncia, bem como da duracdo e intensidade dos estresses (Bray,
1997; Prochazkova e Wilhelmova, 2007; Reddy et al., 2004; Simova-Stoilova et al., 2008). As
EROs também se acumulam progressivamente em resposta ao envelhecimento (Foyer & Noctor
2000).

No sentido de promover a preservagdo in vitro de Tilandsia polystachia assim como a
multiplicacdo em larga escala, este estudo teve como objetivos desenvolver um protocolo de
propagacdo in vitro e aclimatizacdo ex vitro dessa espécie. Este estudo também avaliou as respostas
dos sistemas enzimaticos das SOD, CAT e POD em individuos estabelecidos em diferentes alturas

de um forofito, tanto por espectrofotometria quanto por eletroforese.

MATERIAL E METODOS
Propagacéo in vitro
Cépsulas contendo sementes de Tillandsia polystachia (L.) foram coletadas em individuos

estabelecidos naturalmente em um forofito (Mangifera indica L.) no Jardim Botanico da UFJF
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(Universidade Federal de Juiz de Fora). Ap0s a toalete, as capsulas foram lavadas em agua corrente
na presenca de gotas de detergente neutro. Em seguida, o material foi transferido para béqueres
contendo hipoclorito de sdédio a 0,3% (v/v) adicionado de duas gotas de Tween-20, durante 20
minutos, em camara de fluxo laminar. Ap6s esse procedimento, as capsulas foram lavadas por trés
vezes em agua destilada e autoclavada. Em seguida, o material foi dissecado para a obtencdo das
sementes, sendo estas inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de Knudson na % forca dos
sais, acrescido de &cido giberélico (GA3) a5 uM. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7+0,1
antes da autoclavagem, realizada a 120 °C, por 20 minutos. O material, apos a inoculacdo em
camara de fluxo laminar, foi mantido em sala de crescimento sob condi¢cdes controladas de
temperatura (26°C + 1°C), fotoperiodo (16-8 h) e luminosidade (40 pmoles de fotons m™ s™). Os
tubos de ensaio foram observados semanalmente visando detectar o aparecimento de contaminagdes
microbiolodgicas, além da ocorréncia de oxidacgéo fenodlica.

Apbs o estabelecimento e estabilizacdo in vitro das culturas de Tillandsia polystachia, teve
inicio a fase de multiplicacdo, empregando-se 0 meio de Knudson adicionado dos reguladores de
crescimento BAP, CIN, GA;z e TDZ, todos a 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 uM. Apos 90 dias, foi realizada a
avaliacdo do experimento, sendo considerados 0s parametros: nimero de brotacdes, brotacdes
maiores que dois cm, altura das brotacdes, nimero de raizes e presenca de calos, uma analise
qualitativa foi realizada adicionalmente, sendo que trés avaliadores independentes atribuiram notas
que variaram de 1 a 5 aos explantes representativos de cada tratamento avaliado.

As plantas enraizadas e com partes aéreas desenvolvidas foram transferidas para bandejas de
poliestireno expandido de 120 células (120 mL/célula), preenchidas com substrato comercial
Plantmax Hortalicas HT® (Eucatex) umedecido e cobertas com lamina pléstica transparente, sendo
mantidas sob sombreamento e irrigacdo periddica em condi¢des controladas. Apds 35 dias 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,
até a completa aclimatizacdo das plantas.

Os dados obtidos nas diferentes etapas da micropropagacdo foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Gomes,

1982). As analises foram realizadas utilizando-se o programa SAEG, versao 9.1.

Atividade das enzimas antioxidantes
Os extratos brutos para as determinagOes das atividades das catalases (CATS), das
peroxidases (PODs) e das superdxido dismutases (SODs) foram obtidos pela maceragdo em N,

liquido de 0,3 g de tecidos foliares a partir de amostras coletadas em trés individuos de Tillandsia
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polystachia estabelecidos naturalmente em trés estratos (1 - inferior = 3 m de altura; 2 - mediano =
6 m de altura; 3 - superior = 9 m de altura) de um forofito (Mangifera indica L.), desenvolvido em
condicdes naturais no Jardim Botanico da UFJF. As amostras foram homogeneizadas em 2 mL de
tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8, na presenca de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v) segundo Peixoto et al.
(1999), sendo centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos, a 4°C.

A atividade das CATs foi determinada apds a adicdo de 50 pL do extrato enzimatico bruto a
2,95 mL de meio de reacdo constituido de H,0, 12,5 mM em tampao de fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0, a 30°C (Havir e McHale, 1987). O consumo de H,O, foi determinado considerando a
reducdo na absorvancia a 240 nandmetros (nm) utilizando-se, para os célculos, o coeficiente de
extincdo molar de 36 M™cm™ (Anderson et al., 1995). A atividade das PODs foi determinada pelo
método de Kar e Mishra (1976) a partir de aliquotas de 50 pL do extrato enzimético bruto
adicionadas a 4,95 mL de tampé&o de fosfato de potéssio 25 mM, pH 6,8, contendo pirogalol 20 mM
e H,0, 20 mM. Apos incubacdo por 1 minuto a 25°C, a reacdo foi interrompida pela adicdo 0,5 mL
de H,SO4 5% (v/v) e a absorvancia foi lida a 420 nm. A atividade da POD foi determinada pela
determinacdo da quantidade de purpurogalina formada utilizando-se, para os calculos, o coeficiente
de extincdo molar de 2,47 mM™cm™ (Chance & Maehley, 1955). A atividade das SODs foi
determinada segundo Del Longo et al., 1993. A mistura de reagdo constituida de metionina 13 mM,
azul de p-nitro tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina 2 uM, em tampé&o de fosfato
de sodio 50 mM, pH 7,8, foram adicionados 50 uL do extrato enzimatico bruto. A reacdo foi
conduzida a 25°C em camara de reacdo sob a iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. A
reacdo foi iniciada pela ligacdo da lampada e, ap6s 4 minutos, interrompida pelo desligamento da
mesma (Giannopolitis & Ries, 1977). A producéo de formazana azul, resultante da fotorredugéo do
NBT, foi estimada pela determinagdo do incremento na absorvancia a 560 nm. Uma unidade de
SOD e definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971).

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método de Lowry et
al. (1951), utilizando BSA como padréo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias agrupadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Gomes, 1982). As analises foram realizadas utilizando-

se 0 programa SAEG, versao 9.1.
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Eletroforese em Gel nativo:

Para determinacdo dos perfis isoenzimaticos das amostras coletadas em folhas de trés
individuos de Tillandsia polystachia naturalmente estabelecidos em trés estratos (inferior; mediano
e superior) de um foréfito (Mangifera indica L.) em condi¢Ges naturais no Jardim Boténico da
UFJF, foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida nativo (native-PAGE) constituidos de
gel de separacdo 10% e gel de empilhamento 4%, segundo o método modificado de Davis (1964). A
corrida foi realizada a 4°C, sem adicdo de SDS e mercaptoetanol empregando-se um minissistema
de eletroforese vertical (Modelo Mini-Protean Tetra Cell; Bio-Rad®). A corrida foi realizada a 100
V enquanto o azul de bromofenol permaneceu no gel de empilhamento, sendo aumentada para 120
V assim que o corante alcangou o gel de separacdo. Nas eletroforeses foram utilizados os mesmos
extratos empregados nas analises de espectrofotometria (Peixoto et al., 1999). Para a caracterizagdo
das isoenzimas da superoxido-dismutase (SOD, EC: 1.15.1.1), o gel foi incubado em tampéo Tris
HCI 0,5 M (pH 8,5), contendo 5 mg de riboflavina, 10 mg de brometo azul de tiazolil tetrazélio
(MTT) e 150 mg de EDTA (Alfenas, 2006). Os géis foram agitados lentamente durante a exposi¢do
a uma lampada de 15 W em transiluminador até o aparecimento de bandas brancas em fundo
violeta. As isoenzimas da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foram caracterizadas pela incubacdo do
gel apds eletroforese em tampdo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0), contendo 40 mg de orto-
dianisidina e 3 ml de H,O, a 30%. Em seguida, o gel foi incubado em estufa a 37°C até o
aparecimento de bandas alaranjadas (Alfenas, 2006). As isoenzimas da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
foram caracterizadas pela incubacdo do gel em solucgéo contendo 0,003% (v/v) de H,O,, por 25 min,
e pelo posterior tratamento com solucdo contendo 1% (v/v) de FeClz e 1% (v/v) de KzFe(CN)g, por

10 min, conforme descrito por Woodbury et al. (1971).

Eletroforese em Gel desnaturante:

Para determinacdo dos perfis totais de proteinas das amostras nas diferentes posi¢fes das
folhas foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) com 0,1% de dodecil
sulfato de sodio de acordo com Laemmli (1970). Foram aplicados 60 pg de proteina por pogo. As
amostras foram solubilizadas, separadamente, em tamp&o de amostra. A corrida foi realizada em
voltagem constante de 100 V durante duas horas. Os géis foram corados com Coomassie brilliant
blue G-250. O marcador de peso molecular utilizado foi o Amersham ECL Full-Range Rainbow
(GE), cuja amplitude de pesos moleculares varia de 12 a 225 kDa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo in vitro das sementes de T. polystachia iniciou-se 10 dias apés a inoculacao das
mesmas, apresentando eficiéncia de 100% e auséncia de contaminagdo microbiana, o que
evidenciou uma elevada germinabilidade das sementes e uma alta eficacia dos procedimentos de
desinfestacéo.

Em todas as concentracbes avaliadas (2,5; 5; 7,5 ¢ 10 uM), a adicdo de BAP, em
concentragdes crescentes, promoveu aumentos significativos no nimero de brotacbes (Tabela 1).
Sob o ponto de vista dos custos de producdo e visando a reducdo na ocorréncia de hiperidricidade, a
utilizacdo da menor concentracdo desse regulador de crescimento é a mais indicada. Das citocininas
comercialmente disponiveis, a BAP é a mais utilizada, uma vez que possui baixo custo e alta
eficiéncia na promocdo da multiplicacdo in vitro em diferentes espécies de bromélias (Mercier &
Nievola, 2003; Pasqual et al. , 2008).

Em estudo com Billbergia distachia, Mendes et al. (2007) relataram incrementos
significativos no numero de brotagcbes em resposta as concentragdes de 10 e 15 uM, doses mais
elevadas do que as aplicadas no presente trabalho. A espécie T. pollystachia se destacou em funcao
de sua resposta mais eficiente em termos propagacéo, ter sido observada na menor concentracéo de
BAP. Todavia, as brotagcdes obtidas em culturas de T. pollystachia foram muito menores que as
obtidas para culturas de Portea petropolitana e de Bilbergia horrida. Nos tratamentos em que 0s
demais reguladores de crescimento foram utilizados, 0 nimero de brotacdes foi ainda menor, o que
reforca o potencial do BAP em promover a multiplicacdo in vitro de culturas de T. pollystachia
(Tabela 1, Fig. 1). Em culturas de V. scalaris, Silva et al. (2009) observaram que o BAP foi mais
eficaz do que a CIN na promogéo da multiplicacéo in vitro, sendo 4,5 uM a concentragdao de BAP

gue promoveu o maior nimero de brotacdes para a espécie, com 8 brotacdes/explante.

Tabela 1. Numero total brotacbes em explantes de Tillandsia polystachia obtidas in vitro na
presenca de concentracgdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GA3, 90 dias apos a inoculagéo.

Concentracao (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,0 aB 1,0aB 1,0bB 1,0 aB
2,5 1,0 aB 0,0bC 9,85 aA 1,0aB
5 1,0 aB 0,0bC 11,26 aA 1,0aB
7,5 1,0 aB 0,0 bC 11,31 aA 1,0aB
10 1,64 aB 0,0bC 12,95 aA 1,0aB

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Na concentragdo de 10 uM de CIN, 1,6 brotagdes foram obtidas, taxa de propagacao razoavel,
embora muito inferior aquelas encontradas nos tratamentos suplementados com BAP. A adicdo de
TDZ ao meio de cultura promoveu a formacdo de calos em todas as concentracdes avaliadas
(Tabela 1, Fig. 1). Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o excesso de citocininas no meio de
cultura pode causa fitotoxidez, que se caracteriza pelo excessivo entufamento e falta de
alongamento das culturas, reducdo no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,

engrossamento excessivo dos caules e hiperidricidade generalizada.

Figura 1. Detalhes de plantulas de T. pollystachia cultivadas in vitro em meios MS suplementados
comKIN (1,2,3,4-A),de TDZ (5,6, 7,8,9 - A), BAP (9, 10, 11, 12 - B) e GA3 (13, 14, 15, 16 -
B), 90 dias ap6s a inoculacdo. Todos os reguladores de crescimento foram adicionados,
respectivamente, a 2,5, 5,0, 7,5 ¢ 10,0 uM

A suplementacdo do meio de cultura com GAjz também ndo resultou em incrementos
expressivos no nimero de brotacGes para T. polystachia, de modo que as médias ndo diferiram entre
si. Resultados semelhantes foram encontrados por Soares et al. (2009), trabalhando com hibrido de
orquidea Hadrolaelia lobatta x Hidrolaelia purpuratta Aco. Segundo Kochiba et al. (1974), 0 GA3
estimula o aparecimento e, ou o desenvolvimento de zonas meristematicas ja existente na raiz,
permitindo a neogénese de raizes.

Para culturas de T. polystachia, os maiores numeros de raizes foram encontrados em
resposta ao GAs, especialmente a 10 uM, com a formacao de 3,0 raizes/explante (Tabela 2, Fig. 1).
Esses resultados diferem daqueles obtidos por Alcantara et al. (2014), em estudo com cana-de
acucar, e por Carvalho et al. (1998), trabalhando com culturas de Coffea arabica, esses autores
relataram que 0 GA3, em concentracdes elevadas, afetou negativamente o processo de emergéncia
das raizes. No entanto, outros autores afirmam que o GAs, em concentracdes elevadas, aumenta a
taxa de enraizamento das culturas (Diniz et al., 2003; Pasqual et al., 1990). No presente trabalho, o

aumento da concentracdo de GAjz proporcionou um incremento no nimero de raizes, segundo
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Grattapaglia & Machado (1998), a resposta aos reguladores de crescimento é dependente da espécie

e do sitio de absor¢do do horménio.

Tabela 2. Namero de raizes em explantes de Tillandsia polystachia obtidas in vitro na presenca de
concentragdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GA3, 90 dias apds a inoculagéo.

Concentracdo (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,30 bC? 1,30 a 1,30 a 1,30 ¢
2,5 2,0 aB 0,0 bE 0,0 bE 1,30 cC
5 1,0 bC 0,0 bE 0,0 bE 1,16 cC
7,5 1,0 bC 0,0 bE 0,0 bE 2,0 bB
10 0,6 bD 0,0 bE 0,0 bE 3,0aA

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Na presenca de TDZ e de BAP o desenvolvimento de raizes nao foi observado. Macedo et al.
(2003) também observaram inibicdo na formacdo de raizes em explantes de Ananas comosus
cultivados em meio de cultura na presenca de BAP. As citocininas podem ter uma agdo inibitoria
sobre o enraizamento, por exibirem uma forte interacdo com outros horménios, interferindo na
atividade de auxinas e inibindo a divisdo celular, necessaria a fase de iniciacdo radicular
(Grattapaglia & Machado, 1998). Os valores mais elevados de alongamento de raizes foram obtidos
nos tratamentos suplementados com GAj3, especialmente nas concentracdes de 7,5 ¢ 10 uM que

produziram raizes com, respectivamente, 2,16 e 2,50 cm de comprimento (Tabela 3).

Tabela 3. Tamanho de raiz em explantes de Tillandsia polystachia obtidas in vitro na presenca de
concentracdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GAg3, 90 dias apds a inoculagéo.

Concentracao (uM) CIN TDZ BAP GA3
0 1,16 aB* 1,16 a 1,16 a 1,16b

2,5 0,93 aB 0,0bC 0,0bC 1,0 bB

5 0,76 aB 0,0bC 0,0bC 1,16 bB

7,5 1,0aB 0,0bC 0,0 bC 2,16 aA

10 1,16 aB 0,0bC 0,0 bC 2,5aA

ILetras minGsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitsculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Na avaliagdo qualitativa realizada, o tratamento que obteve as melhores notas foi o
suplementado com BAP a 10 uM (Tabela 4), sendo esse tratamento, exatamente, o que apresentou o

maior numero de brotagdes/explante na analise quantitativa.

Tabela 4. Média das notas atribuidas a explantes de Tillandsia polystachia obtidos in vitro na

presenca de concentracdes crescentes de CIN, TDZ, BAP e GA3, 90 dias apos a inoculacgéo.

Concentragao (UM) CIN TDZ BAP GA3
0 3,0aC"” 3,0 bC 3,0cC 3,0 bC
2,5 3,16 aC 3,16bC 3,33¢cC 3,33 bC
5 3,16 aC 3,33bC 4,0 bB 3,33 bC
7,5 3,33aC 4,0 aB 4,0 bB 3,83 aB
10 3,33aC 3,33bC 4,5 aA 3,5aC

T_etras mintsculas comparam diferentes concentracdes de cada regulador (nas colunas) e letras maitisculas comparam
todos os reguladores. Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. *(A nota 5 foi atribuida a explantes com melhor qualidade enquanto a nota 1 a explantes de baixa
qualidade)

Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade das catalases (CATs) ndo diferiu entre as amostras das plantas de Tillandsia
polystachia desenvolvidas nos estratos inferior e superior do foréfito. No entanto, plantas
desenvolvidas na por¢do mediana ndo apresentaram atividade detectavel dessa enzima (Tabela 5).
As maiores atividades das peroxidases (PODs) foram encontradas nas plantas desenvolvidas nas
porcdes mediana e superior do foréfito, sem diferencas entre elas (Tabela 5). Para essa enzima, a
atividade encontrada nas plantas desenvolvidas na por¢édo inferior do forofito foi muito menor que
nas demais. De modo semelhante ao observado para as CATS, para as superoxido dismutases
(SODs), as maiores atividades enzimaticas foram encontradas nos individuos desenvolvidos nos
estratos inferior e superior do foréfito (Tabela 5). A SOD representa uma barreira enzimética contra
os efeitos prejudiciais dos estresses oxidativos, convertendo o O, em H,0, (Alsher et al., 2002;
Shafi et al., 2015). Em paralelo, a CAT atua reduzindo o H,O, em H,O e liberando O, contribuindo
para a reducdo da formacdo de outras EROs, especialmente do radical hidroxila (OH) através da
reacdo Haber—Weiss (Kibinza et al., 2011).
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Tabela 5. Atividade de CAT [mmol mg™ (prot.) min ], POD [nmol mg™ (prot.) min™'], SOD
[Umg™ (prot.)] e de proteinas totais [mg g™ (f.m.)] em tecidos foliares de Tillandsia polystachia,

provenientes de trés estratos de um forofito.

Estrato CAT POD SOD PROT
Inferior 4357 a* 2,78 b 139,32 a 0,303 a
Mediano 0,00 b 7,10 a 94,26 b 0,187 b
Superior 32,75 a 8,95a 135,10 a 0,264 a

TAs médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

As CAT e SOD séo as enzimas mais eficazes do metabolismo antioxidante, uma vez que as
suas acGes combinadas convertem moléculas perigosas em outras pouco reativas, evitando danos
aos componentes celulares (Scandalios, 1993). As diferentes afinidades da CAT (uM) e da POD
(mM) pelo H,0O, sugerem que elas pertencam a duas diferentes classes de enzimas relacionadas a
remocdo da maior parte do H,O,, sendo a POD responsavel pelo ajuste fino dos niveis dessas EROs
produzidas em resposta aos estresses (Mittler, 2002). Em conformidade com essas especificidades
enzimaticas, no presente estudo, foram detectadas maiores atividades das CATs do que das PODs,
reforcando a atuagdo das CATs como enzimas chave na eliminacdo de H,O, em T. polystachia
(Ghanati et al., 2005).

Os conteudos de proteinas encontrados nos tecidos das plantas desenvolvidas nos estratos
inferior e superior do forofito ndo diferiram entre si, sendo, entretanto, mais elevados do que o
observado no estrato mediano (Tabela 5). Em média, o contetdo de proteinas nas plantas dos trés
estratos foi de 0,251 mg g™ (f.m.), valor préximo ao contetido de proteinas encontrado por Resende

et al. (2012) em estudo com plantas de Pticairnia encholirioides cultivadas in vitro.

Eletroforese

A eletroforese em PAGE néo-desnaturante da SOD mostrou que os perfis isoenzimaticos
dos individuos dos trés estratos estudados foram similares, exibindo duas isoenzimas comuns as trés
alturas no forofito (Figura 2-A). Em estudo com Portea petropolitana (dados ndo publicados),
padrdes diferenciais de isoenzimas da SOD foram observados entre individuos localizados em
diferentes pontos de coleta. A variabilidade isoenzimatica tem sido associada ao tipo de tecido e a
idade de desenvolvimento, relatando-se mudangas no nimero ou nivel de expresséo, dependendo da

espécie, do cultivar e de condi¢Ges ambientais (Scandalios, 1974; Carpin et al., 1999; Lepedus et
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al., 2005; Rudrapa et al., 2005; Hilaire et al., 2008). As isoenzimas atuam na defesa contra estresses
ambientais, sejam eles bioticos ou abidticos (Pedo et al., 2015).

Em estudo avaliando a organogénese in vitro de Acanthophyllum sordidum, Meratan et al.
(2009) encontraram até seis isoformas diferentes da SOD em plantulas, raizes, calos e brotos. Por
outro lado, Lee et al. (2009), trabalhando com trevo branco, observaram a presenca de somente
duas isoenzimas, cuja intensidade mostrou-se mais forte quando as plantas foram submetidas ao
déficit hidrico. Trabalhando com genotipos de feijdo-guandu submetidos ao alagamento, Kumutha
et al. (2009) encontraram cinco isoformas da SOD, sendo elas mais expressas em condicdes de
alagamento no gendtipo mais tolerante. Em estudo com dois hibridos de alamo com tolerancia
diferencial ao 0z6nio, Bernardi et al. (2004) encontraram quatro isoformas da SOD apds exposi¢édo
ao 0zonio. Aghaleh et al. (2014), em estudo com duas espécies de Salicornia cultivadas in vitro e
submetidas a salinidade, relataram a presenca de seis isoformas da SOD nos géis em ambas as
espécies, sendo que a atividade total da enzima foi gradualmente aumentada pelo estresse salino. O
aumento da atividade de SOD em resposta a salinidade também foi reportado por Molassiotis et al.
(2006) em estudo com macieira, onde os autores observaram até trés isoformas distintas da SOD.
Fazelli et al. (2007) analisaram os efeitos da seca em raizes de dois cultivares de gergelim e
observaram a presenca de bandas da SOD similares em ambos os cultivares, embora tenham
relatado a presenca de bandas mais intensas no nivel de seca mais severo.

Na Figura 2-B, sdo apresentados os perfis isoenziméaticos da POD de trés espécies de
bromélia. Nos pocos 1, 2 e 3 foram aplicados extratos enzimaticos de Portea petropolitana, onde
foi observada a presenga de duas isoformas bem visiveis, uma de menor intensidade e outra de
intensidade forte. Nos pocos 7, 8 e 9 foram aplicadas amostras de Billbergia horrida, em que foram
observadas duas isoformas de POD bem visiveis, sendo uma isoforma de menor intensidade e uma
de intensidade forte. Nos pocos 4, 5 e 6 foram aplicadas amostras de Tillandsia polystachia, para a

qual néo foi detectada atividade enzimatica de peroxidase.
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Figura 2. Géis de poliacrilamida nativos das isoenzimas da SOD e da POD de extratos de folhas de
trés individuos de Tillandsia polystachia estabelecidos em condicBes naturais em diferentes alturas
de um forofito. Gel A: Individuo 1: pocos 1, 2 e 3 (altura 1); pocos 4, 5 e 6 (altura 2); pocos 7, 8 e
9 (altura 3). Gel B: Individuo 1-Portea petropolitana: pocos 1, 2 e 3 (regido apical);_Individuo 1-
Tillandsia polystachia: pocos 4, 5 e 6 (regido apical); Individuo 1- Billbergia horrida: pocos 7, 8 e
9 (porcéo apical).

Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) é um
método muito utilizado para a analise de massas moleculares de proteinas oligoméricas (Rocha et
al., 2005). O padrdo de peso molecular aplicado no poco 1 do gel apresentava sete bandas, cujos
pesos moleculares variaram de 225 a 31 kDa (Fig. 3). Os pocos 2, 3 e 4 representam os perfis de
proteinas de uma planta do estrato inferior (altura 1), onde foi observada um banda préxima a 102
kDa, varias bandas de menor intensidade entre 76 e 52 kDa, duas bandas bem definidas proximas a
52 kDa e uma banda com intensidade forte proximo a 38 kDa. Nos pocos 5, 6 e 7 foi aplicada
amostra proveniente de uma planta localizada no estrato mediano (altura 2). Essas amostras
exibiram o mesmo perfil proteico que a amostra proveniente do estrato inferior, ndo havendo
diferencas entre as bandas visualizadas. Nos pogos 8, 9 e 10, referentes a amostras do estrato
superior, foi observado um menor nimero de bandas, sendo perceptivel um acumulo de proteinas
no inicio do gel de separacdo e uma banda proxima a 38 kDa, sendo esta banda comum a todos os
demais pogos. O estrato superior (altura 3) apresentou um perfil proteico diferente dos outros dois

estratos.
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Extha

Figura 3: Perfis proteicos em SDS-PAGE dos extratos obtidos de folhas de trés individuos de
Tillandsia polystachia estabelecidos em condi¢des naturais em diferentes alturas de um forofito. O
poco 1 corresponde ao marcador de peso molecular. Os pogos 2, 3 e 4 correspondem a altura 1. Os
pogos 5, 6 e 7 correspondem a altura 2. Os pogos 8, 9 e 10 correspondem a altura 3.

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos no presente estudo possibilitaram o desenvolvimento de um protocolo
eficiente de multiplicacdo e conservacdo in vitro de Tillandsia polystachia. As culturas foram
eficientemente estabelecidas in vitro a partir de sementes. O tratamento que promoveu as maiores
taxas de multiplicacdo in vitro de T. polystachia foi aquele suplementado com BAP, na
concentragdo de 2,5 uM. Em relag@o ao enraizamento, um maior numero de raizes foi obtido em
resposta a suplementacdo do meio de cultura com GAs, a 10 uM. Apds trés meses de cultivo in
vitro, as plantas foram eficientemente aclimatizadas.

Nas andlises espectrofotométricas, as enzimas CAT e SOD apresentaram padrfes similares de
atividade, com valores mais elevados nas plantas provenientes dos estratos inferior e superior,
conforme também se observou para a POD. O mesmo padrdo de resposta em relacdo a posicdo no
fordfito foi observado para conteddo total de proteinas, com maiores quantidades nos individuos

provenientes dos estratos inferior e superior.
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Um mesmo padrdo de isoenzimas da SOD foi observado nas plantas estabelecidas nos
diferentes estratos de um foréfito desenvolvido em condicGes naturais. A atividade da POD néo foi
detectada por meio de eletroforese nas plantas provenientes dos trés estratos, embora tenha sido
detectada por meio das analises espectrofotométricas, especialmemte nas plantas provenientes dos
estratos mediano e superior. Embora os perfis proteicos tenham diferido entre os estratos
amostrados, os estratos inferiores e medianos exibiram maior nimero de bandas na eletroforese em
gel desnaturante. As enzimas apresentaram diferentes padrfes de atividades nos individuos
provenientes dos diferentes estratos no foréfito.

Relatos na literatura da ocorréncia de atividade diferencial de enzimas antioxidativas em
folhas de plantas de Bromeliaceae desenvolvidas em diferentes estratos de um forofito estdo sendo

apresentados pela primeira vez neste trabalho.
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