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“Nos amamos, nas Bromeliaceae, o caracter, por assim dizer classico, dos seus contornos:
sua forma é a de uma amphora, de um vaso grego ou de uma roseta; suas folhas descrevem
curvas correctas, seus tecidos sao firmes e sua superficie € frequentemente ornamentada com
zebruras ou coloridos diversos; algumas defendem seus fructos com armas cerradas. As suas
folhas sdo quasi sempre attrahentes e sempre de longa duracéo, tem bellos enfeites e nada

pediram a perfumaria.”

Pio Corréa, M.; Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das Exéticas Cultivadas (1926)
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RESUMO

A micropropagacdo € uma técnica que tem sido utilizada para a conservagdo de espécies de
bromeélias, pois possibilita a producdo de grande quantidade de plantas em curto espaco de
tempo, destinadas ao abastecimento do mercado de ornamentais ou para uso em programas de
reflorestamento. Nidularium minutum é uma bromélia endémica e vulnerdvel que possui
potencial ornamental, o que torna importante o desenvolvimento de protocolos de
micropropagacao visando sua conservacdo. Reguladores de crescimento de plantas (PGR) e
fontes nitrogenadas, bem como variagdes na temperatura e luz, tém sido associados a indugéo
da multiplicagéo in vitro. Entretanto, ndo foi estabelecida relagdo entre ativagdo do sistema
antioxidante e os fatores indutores da brotacdo de bromélias, o que poderia indicar que o
processo de diferenciacdo celular das plantas submetidas a multiplicacdo in vitro ativaria
respostas de estresse. Os objetivos deste estudo foram investigar a possivel influéncia dos
reguladores de crescimento da multiplicacdo in vitro sobre as atividades enzimaticas do sistema
antioxidante durante o processo de obtencdo de clones de N. minutum, bem como a anatomia
desta bromélia durante a brotacdo. Foram testados meios indutores de multiplicacdo que
continham diferentes concentracfes de reguladores de crescimento. NUmeros de brotos,
parametros biométricos, pigmentos fotossintéticos e sobrevivéncia ap6s aclimatizagdo foram
avaliados. Analises anatdbmicas foram realizadas durante as fases da brotacdo. As atividades de
enzimas do sistema antioxidante foram analisadas nas plantas dos tratamentos nos quais a
brotacdo foi induzida e comparadas com as plantas que ndo brotaram. Os resultados mostraram
que a brotacdo in vitro de N. minutum é assincrénica e intensificada pelo BAP. A formacao de
brotos em 100% das plantas ocorreu somente ap6s 240 dias de cultivo em meio com a
citocinina. Uma pequena parcela das plantas tem tendéncia a brotar mesmo em meio livre de
PGR e ha diferenca na capacidade de brotacdo entre os diferentes individuos. As plantas
originarias dos brotos foram aclimatizadas com sucesso para todos os tratamentos. A formacao
de brotos é acompanhada de ajustes na atividade das enzimas do sistema antioxidante que
variam durante a diferenciacdo dos tecidos de gemas para brotos, evidenciados pelas analises
anatdmicas. Os niveis de peroxidacdo lipidica (LPO) variam dependendo da quantidade de
gemas ou tecido ja diferenciado, sendo que nas plantas que brotaram estes foram menores em
relacdo as plantas que ndo apresentavam brotos. As analises anatdmicas revelaram a presenca
de tricomas (coléteres) na regido apical do caule ndo descritos para a espécie. Este trabalho
contribuiu para aprofundar o conhecimento sobre dos fatores endégenos que controlam o
processo de organogénese de N. minutum, criando subsidios para estudos da indugdo da

producéo de mudas via brotacGes in vitro.
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ABSTRACT

Micropropagation is a technique that has been used for the conservation of bromeliad species,
as it allows the production of a large quantity of plants in a short space of time, destined to
supply the ornamental market or for use in reforestation programs. Nidularium minutum is an
endemic and vulnerable bromeliad that has ornamental potential, which makes the development
of micropropagation protocols aimed at its conservation important. Plant growth regulators
(PGR) and nitrogen sources, as well as variations in temperature and light, have been associated
with the induction of in vitro multiplication. However, no relationship has been established
between activation of the antioxidant system and the factors that induce bromeliad sprouting,
which could indicate that the process of cellular differentiation of plants subjected to in vitro
multiplication would activate stress responses. The objectives of this study were to investigate
the possible influence of in vitro multiplication growth regulators on the enzymatic activities
of the antioxidant system during the process of obtaining clones of N. minutum, as well as the
anatomy of this bromeliad during shooting. Multiplication-inducing media containing different
concentrations of PGR were tested. Shoot numbers, biometric parameters, photosynthetic
pigments and survival after acclimatization were evaluated. Anatomical analyzes were carried
out during the budding phases. The activities of antioxidant system enzymes were analyzed in
plants from treatments in which sprouting was induced and compared with plants that did not
sprout. The results showed that in vitro shooting of N. minutum is asynchronous and enhanced
by BAP. The formation of shoots in 100% of the plants occurred only after 240 days of
cultivation in medium with cytokinin. A small portion of plants tend to sprout even in a medium
free of PGR and there is a difference in sprouting capacity between different individuals. The
plants originating from the shoots were successfully acclimatized to all treatments. The
formation of sprouts is accompanied by adjustments in the activity of enzymes of the
antioxidant system that vary during the differentiation of tissues from buds to sprouts,
evidenced by anatomical analyses. Lipid peroxidation (LPO) levels vary depending on the
amount of buds or tissue already differentiated, and in plants that sprouted these were lower
compared to plants that did not have sprouts. Anatomical analyzes revealed the presence of
trichomes (colleters) in the apical region of the stem, undescribed for the species. This work
contributed to deepening knowledge about the endogenous factors that control the
organogenesis process of N. minutum, creating support for studies on the induction of plant

production via in vitro sprouting.
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APRESENTACAO DA TESE

Esta Tese sera apresentada em quatro partes:

A primeira parte apresenta uma introducdo geral, os objetivos e uma breve descri¢édo do
material e métodos utilizados em todos os trabalhos que deram origem aos artigos apresentados
nos capitulos I, 1l e 111.

O Capitulo I traz um artigo que descreve pela primeira vez um protocolo de
micropropagacao por brotacdo in vitro de Nidularium minutum de titulo “Differential sprouting
ability during in vitro micropropagation of Nidularium minutum Mez (Bromeliaceae)”. Além
de caracterizar o assincronismo da brotacdo desta bromélia, este texto aborda as diferencas da
capacidade de brotacédo entre os diferentes individuos desta mesma espécie.

O Capitulo II é composto pelo artigo “Dinamica da atividade de enzimas antioxidantes
e alteracbes anatdbmicas durante a brotacdo in vitro de Nidularium minutum Mez
(Bromeliaceae)”. Este estudo avalia a atividade do sistema antioxidante da brotagao,
relacionando a anatomia do caule da bromélia durante o desenvolvimento dos brotos em plantas
cultivadas in vitro.

O Capitulo III consiste no artigo “Caracterizagdo anatomica de Nidularium minutum
Mez (Bromeliaceae) cultivada in vitro” cujo o objetivo foi analisar a anatomia de N. minutum
cultivada in vitro e identificar quais sdo as estruturas provaveis que esta planta possui que
podem garantir o sucesso da aclimatizacao.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Cultura de tecidos vegetais - Micropropagacao

Em 1902, Gottlieb Haberland levantou a hip6tese de que as células vegetais sdo
totipotentes, podendo regenerar-se em novas plantas a partir de uma unica célula (Haberland,
1902). Esta suposicéo estimulou pesquisas com cultura de tecido e fisiologia, tendo parte de
sua hipdtese confirmada por experimentos posteriores. Kotte, em 1922 pela primeira vez
cultivou in vitro apices de raizes excisadas de ervilha e milho e Robbin, no mesmo ano, manteve
a cultura de apices de raiz de milho por um periodo mais longo, chegando a subcultiva-las
(Kotte, 1922, citado por Gupta et al., 2020).

Em 1922, Knudson germinou com sucesso sementes de orquideas in vitro (Knudson,
1922). O meio de cultura formulado por Knudson é até hoje usado para o cultivo de orquideas
(Juras et al., 2019; Alexander et al., 2021; Nagananda e Satishchandra, 2023; Soch et al., 2023).
Alguns anos mais tarde, Went descobriu substancias enraizadoras, 0 que impulsionou a
pesquisa da cultura de tecidos de plantas (Went, 1929, citado por Gupta et al., 2020).

Em 1948 a cinetina foi descoberta como indutora de brotacdo (Skoog e Tui, 1948) e, em
1957, Skoog e Miller mostraram como o balango entre auxinas e citocininas é importante para
a producao de brotos, raizes e calos (Skoog e Miller, 1957). A micropropagacao de plantas e 0s
estagios da micropropagacdo foram posteriormente descritos por Toshio Murashige
(Murashige, 1974). E, desde entéo, a cultura de tecido de plantas vem sendo estudada e pode
ser definida como cultura in vitro de tecidos, 6rgaos, sementes, protoplastos ou embrides em
um meio nutritivo sob condi¢bes assépticas, onde temperatura, fotoperiodo, umidade, luz e os
componentes do meio fornecem ambiente de crescimento ideal e controlado (Torres et al.,
2000).

A cultura de tecido é uma ferramenta da biotecnologia vegetal que pode ser aplicada
para superar muitos problemas enfrentados pela agricultura e producéo horticola, que podem
estar em risco por causa do aquecimento global, mudancas climaticas, desertificacdo,
salinizacéo, crise global da agua (Neumann et al., 2020; Viana et al., 2022). Esta técnica pode
ser usada para a producédo de plantas livres de patdogenos (Rani et al., 2019; Pe et al., 2020);
hibridizacdo somética (Kumar et al., 2019; Wang et al., 2018); melhorar a genética de plantas
comerciais (Naing et al., 2021); obtencdo de plantas hapldides para encurtar programas de
melhoramento (Sanchez et al., 2020); producdo de compostos biologicamente ativos ou

metabolitos secundarios, especialmente por meio de cultura em suspensao de células vegetais
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(Fortini et al., 2021; Kyziot et al., 2021), produzir diferentes variedades tolerantes a estresses
abiodticos como seca, salinidade e calor (Karakas et al., 2020; Soleimani et al., 2020) e estudo
das ROS e da atividade das enzimas antioxidantes durante a brotacdo (Rehman et al., 2020;
Huang et al., 2021).

Apesar da literatura revelar trabalhos sobre as estratégias de multiplicacéo in vitro para
espécies de dificil propagacdo como 0s mencionados na revisao de Park (2021), ha necessidade
de focar também nas espécies raras e ameacadas de extingdo visando a conservacao (Dhiman
et al., 2020).

1.1.2 Aclimatizacao

Na micropropagacdo, as plantas passam a fase in vitro em um ambiente totalmente
controlado. Neste sistema exibem metabolismo heterotrofico ou mixotrofico (Kozai, 2010).
Além disso, possuem estbmatos pouco funcionais, como também, reduzido espessamento da
cuticula e da parede das células epidérmicas, pequeno desenvolvimento do mesofilo foliar, com
muitos espacos intercelulares e auséncia ou reduzido numero de tricomas na epiderme
(Hazarika, 2006; Khan et al., 2003). Essas desordens anatdmicas podem comprometer as vias
metabolicas e acarretar em baixas taxas de sobrevivéncia durante a fase ex vitro, a chamada
aclimatizacdo (Hazarika, 2006; Rocha et al., 2008; Silva et al., 2016).

Durante a aclimatizacdo, as plantas passam por modificacdes morfoldgicas, anatdmicas
e fisioldgicas necessarias para que possam sobreviver em um novo ambiente (Carvalho et al.,
1999). Nesta etapa as plantas geralmente permanecem em casa de vegetacdo, em ambiente
parcialmente controlado. Dessa forma, a passagem de um ambiente totalmente estéril e
favoravel, que € a fase in vitro, para um ambiente parcialmente controlado é considerada um
momento critico da micropropagacao (Moraes et al., 2002).

Sao diversos os trabalhos que abordam a aclimatizacdo de espécies de bromélias
cultivadas in vitro (Arrigoni-Blank, 2018; Kurita et al., 2014; Martins, et al. 2018;; Pedroso et
al., 2010; Resende et al., 2018). Muitos destes estudos utilizam a aclimatizacdo como uma
estratégia para devolver plantas a seu habitat natural quando essas correm risco de extingéo.
Essas pesquisas buscam avaliar quais as influéncias das condic¢des testadas durante a fase in

vitro na fase de aclimatizacao.
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1.1.3 Micropropagacado de Bromeliaceae

Bromeliaceae pertence a ordem das Poales e se distribui pela América Tropical e
Subtropical (da Flérida & Argentina). Apenas uma espécie é encontrada na Africa Tropical
(Pitcairnia feliciana, ndo suculenta) (Eggli e Gouda, 2019). Esta extensa familia possui 3751
espécies em 82 géneros. No Brasil encontram-se 1774 (47%) destas espécies (Gouda, Butcher
e Gouda, acessado: [03/07/2023]).

Muitas dessas espécies sdo ornamentais e estdo ameacadas de extingdo. O cultivo in
vitro tem sido considerado uma importante ferramenta para a propagagdo em massa de
bromélias, subsidiando a producdo comercial de espécies ornamentais e fornecendo plantas
micropropagadas para reintroducdo no habitat natural (Huang et al., 2011), tendo assim grande
potencial para a conservacao de espécies de plantas raras, ameagadas ou em risco de extin¢do
(Shahzad et al., 2017).

O meio basal mais utilizado no cultivo in vitro de espécies de Bromeliaceae é o0 MS
(Murashige e Skoog, 1962) na sua formulacdo basica ou diluida (Martins et al., 2016; Mercier
e Kerbauy, 1997). Vérias pesquisas tém desenvolvido ou aprimorado protocolos de
micropropagacdo para especies de bromélias ameagadas. Dentre as estratégias que visam o
aumento da producdo por cultivo in vitro, hd a inducdo da brotacdo lateral e o cultivo de
segmentos nodais de plantas estioladas (Barbosa e Caldas, 2001; Kiss et al., 1995; Moreira e
Pasqual, 2002; Santos et al., 2010; Tamaki et al., 2007).

Alguns exemplos de espécies micropropagadas pela inducgdo da brotacédo estdo listados
na tabela 1. Durante o levantamento bibliografico ndo foram encontrados trabalhos que
relatassem a brotacdo in vitro de N. minutum. Embora nosso grupo de trabalho tenha
estabelecido o cultivo in vitro a partir de sementes de N. minutum (Kurita et al., 2014), foi
observado que a inducdo da brotacdo poderia tornar mais eficiente a producdo de plantas

micropropagadas.



Tabela 1: Exemplos de estudos com bromélias multiplicadas in vitro via brotacéo.

Espécie

Objetivo do trabalho

Referéncia

Guzmania minor; Guzmania
lingulata; Vriesea splendens
Nidularium fulgens
Tillandsia sp; Vriessea sp;
Puya mirabilis

Ananas comosus

Nidularium procerum;
Nidularium innocentii

Vriesea incurvata

Dyckia vicentensis

Sincoraea mucugensis

Alcantarea nahoumii

Dyckia brevifolia

Vriesea splendens

Aechmea setigera

Bromelia balansae

Avaliar a influéncia do ANA na
micropropagacao

Determinar protocolo de
micropropagacao

Determinar protocolo de
micropropagacao

Analisar a influéncia de diferentes
dilui¢des do meio MS na
micropropagacao

Determinar protocolo de
micropropagagao

Avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes de macronutrientes
na micropropagagao

Determinar protocolo de
micropropagagao

Determinar protocolo de
micropropagagao

Determinar protocolo de
micropropagagao

Determinar protocolo de
micropropagagao

Verificar os efeitos de diferentes
citocininas e auxinas na
proliferacdo e enraizamento

Avaliar efeito do BAP na
fisiologia durante
micropropagagao

Efeito de diferentes qualidades de
luz na micropropagacgéo

Pierik et al., 1984

Pierik e Steegmans, 1984
Kukulczanka e Czastka,
1988

Tamaki et al., 2007

Silvaetal., 2012

Sasamori et al., 2016

Flores et al., 2018
Limaetal., 2020

Silva et al., 2020
Bertsouklis e Panagaki,

2022
Ordogh, 2022

Silva et al., 2022

Faria Souza et al., 2023

15

Alguns protocolos de brotagdo sugerem o processo de estiolamento da bromélia. O

grande interesse na utilizacdo do estiolamento na micropropagacdo estd no fato de que os

segmentos estiolados podem apresentar maior alongamento entre os nds (Barboza e Caldas,

2001), podendo, assim, serem facilmente separados, favorecendo a manipulacdo do material

vegetal para obtencdo de gemas axilares (Kerbauy et al., 1995, Suzuki et al., 2004).
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Kiss et al (1995) propuseram a micropropagacdo por meio de segmentos nodais
estiolados in vitro que foi inicialmente desenvolvida para o abacaxizeiro comestivel (Ananas
comosus Var. comosus). Estes pesquisadores conseguiram o estiolamento do abacaxizeiro
usando 28° C na auséncia de luz. Depois separaram 0s nos dos segmentos e inocularam em
meio contendo 4,30 mgL™ de cinetina e 5,63 mgL™ de benzilaminopurina (BAP). Moreira e
Pasqual (2002) e Barbosa e Caldas (2001) também reportaram em seus estudos o uso de
estiolamento no cultivo in vitro dessa Bromeliaceae. Estes autores obtiveram brotacdo
satisfatoria das gemas quando utilizaram meio MS suplementado com 1,8 mgL™ de &cido
naftaleno acético (ANA) e 2 mgL™* de BAP.

A inducéo do processo de brotagcdo tem sido obtida por meio de uso de reguladores de
crescimento (PGR), além de micronutrientes e macronutrientes presentes no meio de cultura
(Rademacher, 2015). Entre os PGRs, as citocininas sdao frequentemente usadas para induzir a
producdo de brotos in vitro. Essas moléculas sdo responsaveis por uma série de processos
bioldgicos que influenciam quase todos os processos de crescimento e desenvolvimento das
plantas (Hwang e Sheen, 2001). BAP ¢ a citocinina mais utilizada na propagac&o in vitro devido
a sua grande capacidade de atuar na parte aérea, produzindo muitos brotos em comparacdo com
outros PGRs (Bekircan et al., 2018; Coelho et al., 2012; Komakech et al., 2020; Kornatskiy,
2020).

A capacidade de brotacdo em resposta as citocininas varia entre as espécies de
bromélias, possivelmente devido a diferentes genotipos e, portanto, ao potencial
organogenético. Os receptores celulares, como 0s receptores de citocinina, regulam a
organogénese em um determinado tecido e desencadeiam 0s mecanismos moleculares de
producdo de brotos in vitro. Esses receptores de citocinina estdo envolvidos na inducéo da
organogénese da parte aérea (Sugiyama, 1999).

Alguns estudos relatam a producdo de brotos in vitro por Bromeliaceae sem a
necessidade de indutores exdgenos (Arrabal et al., 2002; Santos et al., 2010) e outros mostram
que os PGRs sdo essenciais para a micropropagacdo (Hirimburegama e Wijesinghe, 1992;
Mercier e Nievola, 2003; Mendes et al., 2007; Pasqual et al., 2008; Viehmannova et al., 2016).

Por assemelhar-se a um fendmeno natural, pois muitas plantas se reproduzem
assexuadamente por meio de brotacéo, o cultivo in vitro de gemas meristematicas é um sistema
mais facilmente controlado e apresenta fidelidade genética elevada (Grattapaglia e Machado,
1998).

Embora seja comum o relato do uso de reguladores de crescimento para a
micropropagacdo, Tamaki et al. (2007) multiplicaram Ananas comosus cultivando gemas

laterais oriundas de segmentos estiolados in vitro sem a necessidade de aplicagdes exdgenas de



17

reguladores de crescimento. O mesmo foi obtido no trabalho de Santos et al. (2010) que também
usaram a técnica de isolamento de gemas em caules estilados para criar um protocolo de
micropropagacdo da bromélia Acanthostachys strobilacea. Segundo estas autoras, por meio
deste protocolo é possivel obter cerca de 80 plantas de uma Unica semente durante um periodo
de 1 ano.

Nutrientes e temperatura também influenciam a micropropagacdo. No cultivo in vitro,
alteracdes de micro e macronutrientes que compdem o meio de cultivo podem gerar variagoes
significativas no desenvolvimento vegetal (Ramage e Williams, 2002). Gamborg (1970) e
Sakuta (1987) ja relataram que manipulacdes nas quantidades relativas de nitrato ou aménio
podem ser criticas no processo de morfogénese e no crescimento dos tecidos.

Victorio e Lage (2009) utilizaram meio MS modificado nas concentragdes da fonte de
nitrogénio para o cultivo in vitro de Phyllanthus tenellus (Phyllanthaceae). Eles diminuiram
pela metade o nitrato de amdnio e o nitrato de potassio (NHsNO3z e KNO3). Este meio foi
adequado por diminuir a hiperidricidade de algumas plantas, triplicar a porcentagem de
enraizamento e aumentar a altura dos brotos.

No cultivo in vitro da bromélia Vriesea incurvata, Sasamori et al. (2016) observaram
gue ao reduzirem os macronutrientes, ou apenas 0s sais nitrogenados para 25% da concentragédo
original do meio MS, houve um aumento no crescimento da parte aérea, na producao de folhas,
na formacdo de raizes. Isto também favoreceu a sobrevivéncia das plantulas depois do periodo
de aclimatizacéo.

Andrade e Tamaki (2016) obtiveram melhores resultados no cultivo in vitro de N.
minutum ao modificarem o meio MS nas concentragdes de KNO3 (0,89 g L), NH4NO3 (2,059
L") e CaCl2.H20 (0,22 g L) e quando estas autoras usaram 0,38 g L de KNOs e de 4,65 ou
6,85 g L™t de NH4NO3 (120 e 175 mM de nitrogénio, respectivamente) houve a formacéo de
brotos em alguns individuos.

Muitos dos trabalhos relatam a obtencdo de mudas mais vigorosas, a partir de brotos
isolados, as quais teriam maiores chances de sobrevivéncia a retirada dos frascos para
crescimento ex vitro, em vasos. Embora a maioria cite a composi¢do do meio nutritivo como o
fator indutor da multiplicacdo, de modo interessante, outros mostram que variacbes nas
condicgdes de temperatura ja s@o suficientes para que haja inducdo da producéo de brotos que
pudessem ser isolados para producao de mudas. Arrabal et al. (2002), por exemplo, observaram
alta frequéncia regenerativa da bromélia Cryptanthus sinuosus quando estas foram cultivadas
por seis meses no meio MS, sem a presenca de reguladores de crescimento, na temperatura de
35 °C. De modo semelhante, Kurita et al. (2014) relataram que, ao cultivarem N. minutum in

vitro a 30 °C, 40% das plantas apresentaram de trés a quatro brotos ao final de seis meses de
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incubacdo, o que ndo ocorreu nas plantas mantidas a 26 °C, nas quais ndao foi observada
brotacdo. Todavia, essas pesquisadoras verificaram que a 26 °C houve maior porcentagem de
germinacdo dessas bromélias o que indica que nem sempre a temperatura indutora de brotacéo
é ideal para a etapa de germinacao.

Tendo em vista que na natureza sdo varios os fatores, tanto bidticos quanto abidticos,
que determinam os ciclos fenoldgicos das plantas (Talora e Morellato, 2000) e que os fatores
como o fotoperiodo e temperatura estdo dentre os fatores que influenciam a fenologia das
bromélias (Benzing, 2000), induzindo alteragdes morfoldgicas relacionadas a propagacéo
vegetativa ou a floracdo, é possivel supor que in vitro certos fatores abioticos possam ser
controlados visando melhorar a obtencéo de brotos para producdo de plantas. Sendo assim, o
cultivo in vitro se mostra indicado para o estudo da influéncia desses fatores, pois € possivel
ajustar a temperatura, o fotoperiodo e a composicao nutricional do meio de cultura de acordo
com o objetivo da pesquisa, seja ela basica ou aplicada visando a producdo de mudas para a
conservacao de Bromeliaceae.

Existem relatos de que a micropropagacao cause ma formacao nas plantas obtidas in
vitro (Hazarika, 2006), o que poderia indicar que as plantas estejam submetidas as condicdes
tdo diferentes do ambiente natural que desencadeiam respostas semelhantes aquelas ativadas
em condicOes de estresse (Frank et al., 2004). Trabalhos mencionam a ativagdo do sistema
antioxidante em plantas mantidas in vitro quando induzidas a brotacdo (Gupta e Datta, 2003;
Pizaetal., 2003; Konieczny et al., 2008; EImongy et al., 2018), mas nao foi relatado esse papel

para N. minutum.

1.1.4 Anatomia de bromélias cultivadas in vitro

Estudos anatdmicos sdo importantes para avaliar os efeitos das condic¢Ges in vitro no
sucesso da transferéncia da planta para o ambiente ex vitro (Martins et al., 2016). H& varios
trabalhos com bromélias, tanto ameacadas de extincdo quanto importantes no mercado
ornamental, que avaliam como a condicao in vitro, bem como os PGRs (Martins et al., 2020c;
Rosa et al., 2018), concentracéo de sacarose (Martins et al., 2015) e outros carboidratos (Santos
et al., 2020), tipo de vedacéo de frasco (Martins et al., 2015; 2020a), nutrientes (Martins et al.,
2018), metais pesados (Cipriano et al., 2021), tempo de cultivo (Graneer et al., 2019),
temperatura (Carvalho et al., 2003) podem interferir na anatomia dessas plantas.

As condic¢es do cultivo in vitro podem causar anormalidades na anatomia e desordem

estrutural (Moyo et al., 2015; Priyadharshini et al. 2020, Manokari et al, 2021; Jayaprakash et
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al., 2023). Estas desordens compreendem estdmatos ndo funcionais, teor reduzido de clorofila
e baixa eficiéncia fotossintética, baixa formagdo de cera epicuticular, tecidos vasculares e
mecanicos deficientes, baixa atividade metabodlica, entre outras (Saez et al. 2012; Rodrigues et
al. 2014). E consequentemente, mudas com estas disfuncbes morfoanatémicas e fisiologicas
sofrem murcha, dessecacdo e maior taxa de mortalidade durante a aclimatacdo (Machado et al.
2014).

Martins et al. (2020b) mostraram que a sacarose no meio de cultura pode induzir
distarbios fisiolégicos em Aechmea blanchetiana, como um nimero menor de centros de reacdo
ativos no fotossistema Il. Em Vriesea imperialis foram verificadas modificacdes anatbmicas
nas folhas, como maior densidade de estdmatos e escamas de tricomas, além se ser demonstrado
que a sacarose pode induzir estresse osmatico nas plantas (Martins et al., 2020a). Estudo com
Aechmea bromeliifolia mostrou que o ambiente in vitro influencia a textura e a espessura das
folhas, a funcionalidade dos estbmatos e a ultraestrutura dos cloroplastos (Silva et al., 2020).

Portanto, a avaliagdo anatdbmica de plantas micropropagadas é importante para
compreender fases do crescimento e desenvolvimento da cultura e também poder identificar
condicdes desequilibradas associadas a organogénese e assim melhorar o estabelecimento in
vitro (Moyo et al., 2015). Por exemplo, Carvalho et al. (2019) estudaram as variacdes
anatdmicas em N. minutum cultivadas in vitro sob baixa temperatura e observaram que plantas
cultivadas nessas condicdes apresentam parénquima aquifero e epidermes menos espessos do

gue quando as plantas sdo cultivadas a 25 °C.

1.2 Importéancia ecoldgica das bromélias

O microcosmo presente nos tanques das bromélias é bastante variado. Em um estudo
para levantamento de algas verdes na Bahia foram identificados 23 taxons, incluindo trés
espécies que foram mencionadas pela primeira vez para o Brasil (Ramos et al., 2018). Ao
investigar a agua retida nas rosetas de Aechmea ornata e Aechmea recurvata, pesquisadores
observaram 656 espécimes de invertebrados, inclusive uma espécie de esponja (Silva et al.,
2021). Dezesseis espécies de flagelados heterotréficos foram registradas em estudos com
Aechmea distichantha situadas no Parana (Mendes et al., 2019). Segundo Freire et al. (2021),
495 espécies de animais interagem com esta mesma espécie, incluindo vertebrados (Classes:
Amphibia, Reptilia, Sauropsida, Aves e Mammalia) e invertebrados (Filos: Gastrotricha,
Rotifera, Nematoda e Nematomorpha; Classes: Turbellaria, Gastropoda, Oligochaeta,

Hirudinea, Arachnida, Crustacea, Chylopoda, Diplopoda e Insecta). A classe com mais espécies
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e maior numero de interacBes com A. distichantha € a Insecta, seguida de Arachnida. Por isso

a familia Bromeliaceae é de grande importancia para o equilibrio ecoldgico.

1.3 Caracteristica que tornam as bromélias de interesse econémico

As bromélias sdo bastante empregadas como plantas ornamentais devido as suas
inflorescéncias que duram meses e ao intricado formato de suas folhas que apresentam detalhes
variados muito apreciados pela populacdo (Negrelle et al., 2012). O uso ornamental destas
plantas teve inicio nos anos 1970. Na década de 90 houve um declinio no comércio das
bromélias pela associacdo, em parte incorreta, destas plantas & reproducdo do mosquito
transmissor da dengue. Porém o mosquito ndo tem como local de reproducdo preferencial as
plantas desta familia (Negrelle et al., 2012; Anacleto e Negrelle, 2013).

Estudo realizado pelo Cepea (Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada),
da Esalg/USP, em parceria com o IBraflor (Instituto Brasileiro de Floricultura) (CEPEA, 2022)
mostra que o PIB da cadeia de flores e plantas ornamentais foi de R$ 7,16 bilhGes em 2017,
ano da ultima divulgacdo do censo agropecuario. E as bromélias estdo entre as plantas mais
procuradas pelos consumidores deste mercado.

Contudo, a coleta predatéria de exemplares para comercializagdo e a depredacao de seu
ambiente natural tem causado reducdo de inUmeras espécies destas plantas ou até mesmo
levando-as a extincdo (Pereira et al., 2008), sendo necessario investimentos em métodos de
producdo de mudas, sobretudo para espécies endémicas, que sejam independentes do

fornecimento de sementes do ambiente natural.

1.4 Nidularium minutum: uma bromélia terricola ameacada de extingcéo

Nidularium minutum (Fig. 1) é uma bromélia endémica que ocorre exclusivamente no
Estado de S&o Paulo (Leme, 2000; Martinelli et al., 2008). Possui um registro insolito para o
estado do Parand, feito em 1984 na Serra da Graciosa que nao é citado em trabalhos mais
recentes (CNCFlora, 2022). E uma espécie que foi considerada rara por Wanderley et al. (2009)
e é classificada como vulneravel na Lista de Espécies Ameacadas do Brasil do Menistério do
Meio Ambiente (Brasil, 2022).

N. minutum € terricola e rizomatosa de porte herbaceo (Fig. 1A) (Viana, 2007), ocorre
preferencialmente no solo da Floresta Atlantica (Leme, 2000; Wanderley et al., 2007). Vive
em solo da Mata Atlantica de encosta, regido que perdeu extensas areas de cobertura florestal
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devido aos efeitos das atividades agricolas, que acarretaram a perda de area e o declinio da
qualidade do habitat (Rosa et al., 2021).

Estudos anatébmicos ja realizados com N. minutum analisaram raizes de plantas
envasadas para o estudo da nutricdo mineral (Carvalho et al., 2017) e folhas de plantas crescidas
in vitro em baixas temperaturas (Carvalho et al., 2013), porém ha poucos trabalhos que avaliam
a anatomia desta espécie.

N. minutum possui potencial ornamental, com flores brancas e escapo longo com
bracteas lanceoladas verdes com apice vermelho, envolvendo totalmente o escapo (Wanderley
e Moreira, 2007) (Fig. 1B).

Figura 1: Nidularium minutum. A: touceira na Reserva Bioldgica do Alto da Serra de
Paranapiacaba; B: planta em floragdo; C: flor; D: planta em ambiente natural brotando apds
predacdo do apice por animais silvestres; E: planta em vaso brotando apés floracdo. Setas
indicam brotac&o (Teixeira, 2020).

Esta bromélia também se reproduz vegetativamente emitindo brotos apds floragdo
(Figura 1C) ou apds sofrer predagéo de seu &pice por animais silvestres (Fig. 1D). Apesar de

ser majoritariamente terricola, em ambiente natural é possivel encontrar espécimes com habitos
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de epifitas ocasionais, conforme observado por nosso grupo em visita a campo (Reserva
Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba).

Sendo assim, o desenvolvimento de meétodos de propagacdo dessa bromélia em
laboratdrio para producdo de mudas é de extrema importancia para o repovoamento de habitats
naturais ou mesmo para atender o mercado de ornamentais, o que pode desestimular a retirada
ilegal de exemplares do ambiente natural, contribuindo assim para sua conservagao.

Uma das maneiras de micropropagar € a brotagdo in vitro (Abdalla et al., 2022; Gago et
al., 2022; Pandey et al., 2022). Os aspectos bioquimicos descritos para a brotacdo da planta tém
sido associados, além de outros fatores, a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas durante os processos (Schmidt e Schippers, 2015; Liszkay et al., 2004; Fujita et al.,
2006; Dunand et al., 2007; Tsukagoshi et al., 2010; Zeng et al., 2017). A ativacdo do sistema
antioxidante tem sido considerada uma resposta das plantas micropropagadas a condicdo in
vitro a qual foi relacionada a presenca de estresse (Bednarek e Ortowska, 2019; Dutta Gupta e
Agarwal, 2017; Ramadan et al., 2021).

Nosso grupo padronizou a técnica de analise de enzimas do sistema antioxidante e
peroxidacdo lipidica para N. minutum quando o objetivo do trabalho foi identificar a tolerancia
desta espécie a varia¢des térmicas (10 e 15 °C) (Carvalho et al., 2019). Os resultados deste
estudo mostraram que a ativacao do sistema antioxidante ajusta a producéo de ROS em resposta

a0 estresse ambiental.

1.5 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

1.5.1 Formacao das ROS
As espécies reativas de oxigénio podem ser radicais livres, espécies quimicas capazes

de existéncia independente que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, e espécies ndo
radicais que podem facilmente reagir com radicais livres em organismos vivos e formarem
outras ROS (Halliwell, 2006). Sdo formadas durante o metabolismo celular aerébio. Uma
pequena parcela do oxigénio molecular (O2) (2 a 5%) pode sofrer redugdo, ganhando elétron,
formando espécies reativas como o0s radicais superdxido (O2""), radical hidroxila (OH"),
peroxido de hidrogénio (H20.), oxigénio singleto (*02) (Gill e Tuteja, 2010). Deste modo, as
ROS séo resultantes da excitacdo ou reducdo incompleta do oxigénio molecular (Halliwell,
2006).

O O2 em seu estado fundamental (estado mais estavel) possui dois elétrons com mesmo

namero quantico de spin, isto €, os spins sdo paralelos. Deste modo, ndo é comum o O oxidar



23

espeécies ndo radicais, pois estas espécies possuem os dois elétrons da ultima camada com spins
opostos (+%2 e -%2). Sendo assim, essa condic¢do de spins faz com que o O> molecular receba
elétrons um de cada vez. Isto ajuda a explicar por que o O reage lentamente com a maioria dos
ndo radicais e muitas vezes reage extraordinariamente rapido com outros radicais por
transferéncia de um anico elétron na formacao das ROS (Hallier et al., 2006).

Nas células vegetais, os principais locais de geracdo de ROS sao os tilacoides dos
cloroplastos, centro de reacdo dos fotossistemas | e Il por possuirem compartimento rico em
oxigénio, redutores e intermediarios de alta energia (Asada, 2006). Porem, a producdo de ROS
tem outros varios locais e fontes, incluindo, mitocondrias, peroxissomos, reticulo
endoplasmético e membranas plasmaticas (Gechev et al., 2006; Foyer e Noctor, 2009).

No fotossistema I1, quando a cadeia de transporte de elétrons fotossintética € reduzida,

forma-se radical superéxido (O2"") (Zolla e Rinalducci, 2002; Krieger-Liszkay, 2005). No
entanto, o principal mecanismo de producgdo de O2 ™ nos cloroplastos € pela reducéo de O pelo

sistema fotossintético | (Asada, 2006; Pospisil, 2009).

1.5.2 As ROS e o estresse oxidativo

Em circunstancias desfavoraveis, de estresse, as plantas geram um grande numero de
ROS (Pérez e Lira, 2005). O acumulo das ROS no tecido vegetal pode causar estresse oxidativo,
termo inicialmente introduzido por Cadenas (1985). O estresse oxidativo implica uma
interrupcdo do equilibrio redox. Uma versdo desta definicdo pode ser “desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcdo da sinalizacao e
controle redox e/ou dano molecular” (Sies, 2018). Estudos tém sido feitos para classificagdo
dos estresses oxidativos e da homeostase das ROS (Lushchak, 2016; Sies, 2015).

As ROS podem oxidar e modificar componentes celulares, impedindo as execugdes de
suas fungdes, bem como causar reacoes irreversiveis no desenvolvimento de tecidos e 6rgéos,
muitas vezes levando ao crescimento anormal da planta ou a morte (Apel e Hirt, 2004; Mittler,
2017; Tognetti et al., 2017).

O peroxido de hidrogénio (H20.), por exemplo, € uma ROS moderadamente reativa,
com uma meia-vida relativamente longa (1 ms) e cujo pequeno tamanho permite a travessia de
membranas celulares e migrar em compartimentos diferentes. Dessa forma, difunde os danos e
também atua como um mensageiro da condicao de estresse. O H20, tem uma acdo deletéria,
porque participa da reacdo formadora de OH’, o oxidante mais reativo na familia das ROS.
Além disso, 0 H20> é capaz de inativar enzimas por oxidacao de seus grupos tiol (Gadjev et al.,

2008; Karuppanapandian et al., 2011). A OH’, por sua vez, € considerado a mais oxidante dentre
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as ROS e sua alta reatividade resulta em reacGes rapidas e inespecificas com distintos
substratos, podendo potencialmente reagir com todos os tipos de moléculas bioldgicas (Aguiar
e Ferraz, 2007; Mylona e Polidoros, 2010). Esta ROS pode ocasionar modificacdes nas bases
nitrogenadas em sistemas bioldgicos, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA; desnaturar
proteinas pela oxidacdo de grupos sulfidrila (-SH) e pontes dissulfeto (-SS), além de causar
danos a moléculas de carboidratos e retirar &omos de hidrogénio de grupos metileno de acidos
graxos poli-insaturados, dando inicio a peroxidacéo lipidica (Blokhina et al., 2003; Barreiros,
2006).

1.5.3 Sinalizacdo por Espécies Reativas de Oxigénio

As ROS sdo consideradas por muitos autores subprodutos toxicos do metabolismo
aerdbico. Porém, esta visdo é falha e limita os conceitos em relagdo a producdo, acumulacéo,
funcdes e destino destas espécies (Mittler, 2017). Muitos estudos se concentram nos papéis
benéficos das ROS em muitos processos vegetais essenciais, particularmente na comunicagao
célula a célula, proliferacdo celular, crescimento e respostas ao estresse (Huang et al., 2019;
Mhamdi e Breusegem, 2018), fungdes que demonstram que as ROS s&o essenciais marcadores
ou sinalizadores de células vivas (Breusegem et al., 2018).

Em concentracgdes ideais, as ROS desempenham um papel positivo no desenvolvimento
normal da planta e na resposta aos estresses ambientais (Bakalova, Nikolova e Nedeva, 2004).
Em baixos niveis, as ROS sdo necessarias para o desencadear varios processos bioldgicos
basicos (Gill e Tuteja, 2010; Tsukagoshi et al., 2010; Zeng et al., 2017).

Deste modo, é de grande importancia que o nivel basal das ROS permaneca acima do
citostatico e abaixo do citotoxico, 0 que permite a regulacdo de processos essenciais
(Dumanovic et al., 2021).

As ROS podem modificar ou limitar a morfogénese, além de estarem envolvidas na
liberacdo de dorméncia em gemas meristematicas (Huang et al., 2019; Zeng et al., 2019). Além
do mais, as ROS juntamente com horménios, controlam os processos de desenvolvimento da
planta. Elas atuam como sinalizadores intrinsecos de crescimento e desenvolvimento ativando
muitos processos essenciais de desenvolvimento, como crescimento de pelos radiculares,
alongamento radicular e gravitropismo (juntamente com a auxina), fechamento estomatico
(através de acido abscisico, ABA), sintese de lignina (através do acido jasménico), forma da

folha, desenvolvimento de tricomas, germinacdo de sementes (Beauvieux et al., 2018).
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Foreman et al. (2003) relataram que a producédo de ROS na regido de crescimento das
celulas da raiz indica a relagdo das ROS com o mecanismo de formacéo radicular.

Evidéncias sugerem que a producdo de ROS, estimulada pelo estresse celular,
oxidativo e respiratério, é de extrema importancia para o desenvolvimento das plantas e estdo
envolvidas na liberacdo de dorméncia de gemas (Beauvieux et al., 2018). Pérez e Lira (2005)
observaram que o aumento dos niveis de H202 precede a quebra da dorméncia em brotos de
videira (Vitis vinifera L.). Os autores inferiram que um aumento da concentragédo de H>O: ativa
vias que induzem a expressao de genes relacionados a brotacao.

Sendo assim, as ROS podem ter o papel de marcadores de estresse apontando fatores
que modificam ou limitam a morfogénese. De acordo com Piza et al. (2003), essas moléculas
podem ser utilizadas como marcadores bioquimicos, possibilitando transpor a subjetividade da
identificacdo visual da morfogénese in vitro e auxiliar na identificacdo precoce destes
processos, como a formacao de brotos, por exemplo.

Existem, porém, evidéncias de seu papel regulatério no crescimento radicular e foliar,
bem como no afrouxamento da parede celular, possivelmente decorrente da degradacao de

polissacarideos, induzida pelo OH" (Mylona e Polidoros, 2010; Faure et al., 2012).

1.5.4 Enzimas do sistema antioxidante durante a micropropagacao

Os niveis ideais de ROS sdo mantidos por um sistema antioxidante, constituido por
enzimas ou outros compostos que decompdem as ROS.

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima do sistema antioxidante, pois
converte 0 O2” em perdxido de hidrogénio (H20>), outra espécie reativa (Wang et al., 1991). A
catalase (CAT) é umas das principais enzimas que degradam o H20>, convertendo o peréxido
em agua e oxigénio. Outras enzimas que também degradam H.O, sdo as peroxidases de
guaiacol (POD) e ascorbato (APX) (Pérez e Lira, 2005; Polidoros e Scandalios, 1999; Shulman
etal., 1986).

As peroxidases, enzimas que degradam o H.O, podem participar do controle de
crescimento, desenvolvimento, diferenciagcdo e morfogénese (Dumanovic, 2021). Bajji et al.
(2007) mostraram que a inibicdo da CAT resulta na aceleracéo da cinética de germinagédo e no
aumento do numero de brota¢fes em tubérculos de batata, resultado que reforca a importancia
de H202 no processo de brotacéo.

O papel das enzimas antioxidantes durante a organogénese e embriogénese somatica em
algumas espécies ja foi relatado (Mathur et al., 2008, Dutta Gupta e Datta, 2003; Meratan et al.,
2009; Misra et al.; 2010, Sharifi e Ebrahimzadeh, 2010). Ha na literatura algumas pesquisas
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que visam entender a relagéo entre estresse oxidativo e morfogénese vegetal no cultivo in vitro.
Elmongy et al. (2018), por exemplo, perceberam que ha correlacdo significativa entre a
atividade das enzimas POD, CAT, APX e SOD no desenvolvimento de raizes de azaleia
cultivada in vitro em meio de cultura acrescido de acido humico. No trabalho de Anderson
(1986), foi observada que a baixa atividade de peroxidases esteve relacionada a perda do
potencial morfogénico de células de Rhododendron cultivadas in vitro. O mesmo foi observado
por Bonfill et al. (2003) em calos de ginseng. Por outro lado, uma correlagéo positiva entre o
aumento dessa enzima e a morfogénese em calos de laranjeiras ja foi reportada por Kochba e
Spiegel — Roy (1977).

Zhang et al. (2010), ao cultivarem células de Larix leptolepis, reportaram que ha relacéo
entre as atividades de CAT, POD, APX e SOD e o desenvolvimento das fases da
embriogéneses.

Gupta e Datta (2003), ao cultivarem gladiolo in vitro, perceberam que houve gradual
incremento de SOD durante a embriogénese, por outro lado, a atividade de CAT decresceu. Ja
na fase de formacéo de brotos, ocorreu o contréario, aumento da atividade de CAT e diminuicdo
de SOD. Assim eles concluiram que ha relacdo entre estresse oxidativo nas fases da
embriogénese e da organogénese no cultivo in vitro daquela planta.

Piza et al. (2003) observaram um aumento de atividades de peroxidases justamente
quando ocorreu emissao desordenada de novos brotos e auséncia de enraizamento ao estudarem
abacaxizeiro em situacdo de estresse inoculado em meio com alta concentracdo de cloreto de
sodio.

A hipotese deste estudo esta baseada na possibilidade do potencial de brotacdo da
bromélia N. minutum ser regulado por alteracdes de eventos oxidativos devido a perturbacdo
no nivel de estado estacionario das ROS, resultante da presenca ou ndo de indutor de brotacéo

no meio de cultura.
1.6 Objetivo Geral
Investigar o envolvimento das enzimas do sistema antioxidante no processo de

multiplicacdo in vitro da bromélia N. minutum por brotac&o relacionando-o a caracteristicas

anatdbmicas.

1.6.1 Objetivos Especificos


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=582&q=glad%C3%ADolo&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwju0bWE_KjdAhWDWpAKHQyECE8QBQgjKAA
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Estabelecer método de producéo de mudas de N. minutum a partir da micropropagacéo, visando
a aclimatizacgéo das plantas obtidas in vitro.

Verificar a influéncia de reguladores de crescimento na micropropagacgao de N. minutum;
Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes envolvidas na brotacdo de N. minutum;

Analisar as alteracdes anatdmicas durante a brotagéo in vitro da N. minutum.

1.7 ATIVIDADES EXPERIMENTAIS

O projeto desta tese foi dividido em trés fases experimentais. A primeira constituiu em
estipular um protocolo de brotacdo in vitro para micropropagacdo de Nidularium minutum
usando plantulas obtidas a partir de sementes armazenadas em geladeiras ou colhidas de plantas
encontradas na Reserva Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba.

Foram testados varios métodos a fim de intensificar a brotacdo in vitro da bromélia,
como por exemplo, diferentes concentracdes de nitrogénio em meio de cultura, alta temperatura
e diferentes concentracfes de BAP e ANA.

Os resultados obtidos nesta fase geraram o artigo “Differential sprouting ability during
micropropagation of Nidularium minutum Mez (Bromeliaceae)” que se encontra no capitulo I
desta tese.

Tendo determinado o protocolo de brotacdo in vitro de N. minutum, foi dado inicio a
segunda fase, quando foram analisadas as atividades enzimaticas e as alteracGes anatbmicas
durante a brotagéo in vitro desta bromélia. Esta fase do projeto resultou no artigo, “Dinamica
da atividade de enzimas antioxidantes e alteraces anatbmicas durante a brotacdo in vitro de
Nidularium minutum Mez (Bromeliaceae)” que compde o capitulo II.

Na terceira fase do projeto foram feitas analises de estruturas anatbmicas da N. minutum
para identificar quais sdo os caracteres desta bromélia que lhe conferem alta taxa de
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo apos cultivo in vitro e deram origem ao capitulo I11.

A figura 2 sumariza as etapas do desenvolvimento experimental do projeto.
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1* PARTE
Determinar protocolo de
brotagdo para
Nidularium minutum

2° PARTE
Avaliar as variagoes na
atividade do sistema
antioxidante e anatomia
durante a brotacao in
vitro de Nidularium
minutum

3* PARTE
Caracterizacdo anatomica
de Nidularium minutum
cultivada in vitro

Figura 2: Etapas do experimental do trabalho com Nidularium minutum que foi dividido em
duas partes. A-C: primeira parte; D-F: segunda parte; G-I: terceira parte. A — Visdo geral da
planta Nidularium minutum in vitro; B — Plantas de N. minutum com brotos apds 240 dias de
cultivo em meio MS com BAP; C — Plantas de N. minutum aclimatizadas; D — Planta de N.
minutum cultivada por 90 dias em meio MS sem PGR; E — N. minutum cultivada em meio para
brotagéo; F — Corte longitudinal de N. minutum com brotos aos 90 dias de cultivo; G — Planra
de N. minutum cultivada em MS sem reguladores de crescimento aos 90 dias ; H — Processo de
preparacdo de ldminas histoldgicas; | — Cortes anatdmicos da planta de N. minutum cultivada
em meio MS por 90 dias.

1.8. CONTRIBUICAO DO PRESENTE ESTUDO PARA CONSERVACAO DAS
BROMELIAS

As bromélias sdo extremamente importantes para a manutencdo e equilibrio do
ecossistema de seu habitat. Por serem plantas atrativas e apreciadas pela populagdo, hd um
extrativismo predatério de muitas destas plantas que correm o risco de serem extintas. A
situacdo é mais critica para as bromélias endémicas, pois muitas sdo de matas ou florestas que
estdo sendo devastadas.

Visto que a Nidularium minutum é uma bromélia endémica do Alto da Serra de

Paranapiacaba e classificada como vulneravel na Lista de Espécies Ameagadas do Brasil
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divulgada pelo Ministério do Meio Ambiente (Brasil, 2022), é de suma importancia que se
obtenha um protocolo de propagacao eficiente para essa espécie.

Varios estudos mostram a possibilidade de inducéo da multiplicacéo in vitro, entretanto
poucos sdo 0s que aprofundam os mecanismos fisioldgicos/bioquimicos envolvidos nesse
processo. Portanto, conhecer quais sdo os fatores bidticos e abidticos, como também os
mecanismos biogquimicos envolvidos na micropropagacgdo de N. minutum, contribui para revelar
possiveis respostas de estresse envolvidas com a mudanca de padrédo reprodutivo, relacionada
a producdo de brotos. Vale ressaltar que a brotacdo lateral em muitas espécies de bromélias
ocorre apds a floracdo da planta mée, originando-se a medida que esta entra em senescéncia
(Leme e Marigo, 1993). Ha espécies de bromélias que florescem quando submetidas as
condigdes de estresse (Ahmad e Prasad, 2011; Mekers et al., 1982). No caso da brotacdo
induzida in vitro, ndo ha florescimento, o que reforca ainda mais a possibilidade de que esse
processo esteja relacionado a ativacdo de respostas andlogas as dos estresses aos quais as
bromélias sdo submetidas em condicGes naturais.

Nesse contexto, as enzimas do sistema antioxidante tém sido citadas como importantes
marcadores bioguimicos que sinalizam a brotacdo de gemas em plantas cultivadas in vitro.

Por fim, avaliar a sobrevivéncia ex vitro das mudas produzidas por meio da
micropropagacao pode indicar a eficiéncia de todos os métodos testados, contribuindo para a
selecdo do melhor protocolo de multiplicacdo dessa espécie endémica. Além do mais, poderia
representar a capacidade que essa espécie possui de continuar seu desenvolvimento apesar do
possivel estresse induzido durante sua multiplicacdo in vitro, revelando ajustes importantes as

alteracOes abidticas.
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ABSTRACT. Nidularium minutum is an ornamental bromeliad from the Brazilian Rainforest. The
micropropagation of this species is essential for obtaining plants available for conservation programs or
commercial use. Our study aimed to establish an efficient plant production method by in vitro sprouting.
This bromeliad takes a long time to sprout in vitro, and 10% of the plants produce shoots in a culture medium
without plant growth regulators (PGRs). When subcultured in a PGR-free medium, these individualized
shoots can sprout like the mother plant. The Murashige and Skoog basal medium (MS) containing 1.0 mg L™
of 6-benzylaminopurine (BAP) promoted the induction of adventitious shoots in greater than 90% of the
plants after 240 days of culture with an average of more than eight shoots per plant. Approximately 100%
of the in vitro-produced shoots survived after acclimatization, reaching the flowering stage. Therefore, our
results showed that in vitro regeneration of N. minutum depends on the cultivation period and that plants
with a higher sprouting capacity can be selected and used as micropropagation matrices, contributing to
the production of this endangered bromeliad.
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Introduction

Nidularium minutum Mez is a terricolous bromeliad endemic to the tropical rainforest, occurring
exclusively in the State of Sao Paulo (Leme, 2000) and classified as vulnerable in the List of Endangered
Species in Brazil (Brazil, 2022). Its ornamental features, such as the green and red primary bracts and the
white flowers and fruits, make it a potential target for illegal extraction, which could further aggravate its
endangered status. Furthermore, flowers and fruits are highly predated by wild animals, which may
compromise the sexual propagation of this species.

Micropropagation is an efficient ex-situ conservation strategy for endangered species, which allows for
keeping the species in a small space and obtaining high multiplication rates under controlled growth
conditions (Engelmann, 2011). No studies on micropropagation of N. minutum by side sprouting are available
in the literature, although this bromeliad has been cultivated in vitro for physiological and biochemical studies
(Andrade & Tamaki, 2012; Andrade, Costa, Kurita, Carvalho, & Tamaki, 2012; Carvalho, Hayashi, Braga, &
Nievola, 2013; Kurita, Machado, Teixeira, César, & Tamaki, 2014; Andrade & Tamaki, 2016).

Our preliminary results showed that N. minutum has low shoot production in medium without PGR and
takes a long time to develop shoots even with PGRs added to the medium. Some studies have reported in vitro
bud production by Bromeliaceae without exogenous inducers (Arrabal, Amancio, Carneiro, Neves, & Mansur,
2002; Santos, Tamaki, & Nievola, 2010), while others have shown that PGRs are essential for
micropropagation (Hirimburegama & Wijesinghe, 1992; Mercier & Nievola, 2003; Mendes et al., 2007,
Pasqual et al., 2008; Viehmannova, Cepkova, Vitamvas, Streblova, & Kisilova, 2016).

PGRs are involved in cell differentiation during new shoot formation (Faria et al., 2018) and are considered,
in many cases, essential for micropropagation. Cytokinins and auxins, such as 6-benzylaminopurine (BAP)
and 1-naphthylacetic acid (NAA), respectively, are the PGRs most widely used for producing Bromeliaceae
sprouts in vitro (Silva et al., 2012; Faria et al., 2018; Dias, Silva, Carneiro, & Sousa, 2020).

Therefore, this study aimed to establish a micropropagation method for producing N. minutum plants.
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Material and methods

Seeds of Nidularium minutum Mez were harvested from fruits of plants growing in the “Alto da Serra de
Paranapiacaba” Biological Reserve, Sao Paulo, Sdo Paulo State, Brazil (23°46'18"-23°47'05" South Latitude
and 46°20'24"-46°18'15" West Longitude). Harvesting was authorized by the Secretaria do Meio Ambiente do
Estado de Sao Paulo (IBt — 20.733/2005). The seeds were disinfected with 70% ethanol for 2 minutes and
commercial bleach (2.5% active chlorine) plus Tween 20 (Labsynth, Brazil) for 15 minutes and rinsed three
times with sterile distilled water. Afterward, the seeds were placed in a medium containing distilled water
supplemented with sucrose (2%) and solidified with agar (0.6%) at pH 5.8 (Kurita et al., 2014). The seeds were
maintained in a growth room at 25°C with a 12 hours (LED lamps) photoperiod for 30 days.

Thirty flasks with 10 seedlings germinated in vitro (as described above) were transferred to MS medium
(Murashige & Skoog, 1962) supplemented with sucrose (30 mg L}), glycine (2 mg L!), myo-Inositol (100 mg L),
nicotinic acid (0.5 mg L), pyridoxine-HCI (0.5 mg L), thiamine-HCI (0.1 mg L), solidified with 0.6% agar,
at pH 5.8. The flasks were kept in a growth room at 25°C with a photoperiod of 16 hours (LED lamps, ~100
umol m2 s?) for 240 days when the number of shoots per seedling was counted. Shoots were individualized
and subcultured in a new basal MS medium without PGRs. Plants that did not produce shoots were also
transferred to a new basal MS medium for a shorter time (45 days) to check their shooting ability.

To analyze the PGR efficiency in N. minutum shooting, seedlings were transferred to MS medium with sucrose
(3%), glycine (2 mg L), myo-Inositol (100 mg L), nicotinic acid (0.5 mg L?), pyridoxine-HCI (0.5 mg L),
thiamine-HCI (0.1 mg L), and agar (0.6%), at pH 5.8. Five treatments were performed: 0.1 mg L' of NAA; 1.0 mg
L! of BAP; 0.1 mg L of NAA + 0.5 mg L of BAP; 0.1 mg L? of NAA + 1.0 mg L! of BAP; and control (PGR-free).
The flasks were maintained in a growth room at 25°C with a 16 hours photoperiod (~100 pumol m=2s). A randomized
block design was carried out with four blocks of two flasks containing 10 plants per treatment (N = 80).

Every 30 days, the number of sprouted plants was checked without removing them from the culture flask.
After 240 days of cultivation, the plants were removed from the flasks, the number of shoots per plant was
counted, and biometric analyses were performed (aerial part length, root length, aerial part fresh and dry
masses, root fresh and dry masses).

Plants were oven-dried at 65°C for seven days to determine the dry mass. The fresh and dry masses were
determined using three plants per flask from each block (N = 12).

The data obtained were subjected to a one-way analysis of variance (ANOVA). Differences between means
were evaluated with the Skott-Knot test at p < 0.05, using Sisvar version 5.7. Results were presented as mean
= standard error of the mean (SEM).

Plant acclimatization was evaluated from 50 shoots isolated from five individuals of each treatment (10
shoots per plant). The shoots were transferred to trays with Pinus substrate (Maxfertil, Brazil). The same
procedure was carried out with unsprouted plants. The trays were kept in a greenhouse and irrigated twice
daily for seven minutes. After 60 days, the number of surviving shoots was counted.

Results and discussion

Only 10% of N. minutum seedlings grown in medium without PGRs produced shoots in 240 days. The
number of shoots per seedling was not constant (Figure 1), indicating a differential sprouting capacity among
individuals. Three seedlings had a high sprouting capacity, with 29, 19, and 15 shoots, respectively. However,
only one-third of the seedlings sprouted above average (5.9 per plant), taking a long time to sprout (240 days).
Some bromeliads grown in vitro in a medium without PGRs had higher percentages of shoot-producing plants
than N. minutum. For example, Bromelia balansae had 25% after 249 days (Dias et al., 2020), and Sincoraea
mucugensis had 77% after 60 days (Lima, Brito, & Santana, 2020).

The sprouting capacity also varied when N. minutum shoots (clones) were individualized and subcultured
in a PGR-free medium for 45 days. The clones of the three individuals with the highest shoot potential
produced 16, 6, and 4 shoots (Figure 1). Our results allowed us to select individuals with greater shooting
capacity; however, identifying them took us a long time. We established a 45-day interval for subculturing
because this or a similar period has been described in protocols for obtaining bromeliads by lateral sprouting
(Martinez et al., 2013; Viehmannova et al., 2016; Rosa et al., 2018).

The method summarized in figure 2 shows the differential multiplication capacity of N. minutum
individuals. Seedlings of unsprouted plants did not produce new sprouts after subculturing (A). When shoots
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(clones) of sprouted seedlings were individualized and subcultured in a PGR-free medium, approximately
one-quarter of the clones sprouted in 45 days (B), indicating that sprouted clones can produce shoots like the
mother plant. The in vitro shooting capacity of N. minutum might be related to genes that control the levels of
hormones involved in bud branching, as reported by Tantikanjana et al. (2001) for Arabidopsis. Furthermore,
according to Leyser (2009), specific genes control the increase in the number and sprouting of the initial buds.
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Figure 1. Variation of sprouting capacity in Nidularium minutum seedlings during the first 240 days of culture and sprouted clones after
subculturing them for 45 days in a PGR-free medium. Each + represents a seedling of the 30 observed (some + overlap, not being visible
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Figure 2. Differential multiplication capacity of Nidularium minutum individuals grown in a PGR-free medium.

Regarding the efficiency of PGRs in N. minutum sprouting, our results showed that even with the addition
of PGRs to the culture medium, a long period is needed to reach a high sprout production rate. The addition
of BAP, alone or with NAA, promoted more than 90% of sprouted plants in 240 days. Approximately 10% of
the plants produced shoots in the treatment with only 0.1 mg L'* NAA (Figure 3 A). The average number of
shoots per plant in the medium containing only auxin did not differ from the PGR-free medium. The
treatments with BAP promoted the highest average number of shoots per plant at 240 days (Figure 3B).

Some studies have reported that the synergistic effect between BAP and NAA increased the in vitro shoot
production of different bromeliad species, such as Aechmea blanchetiana and A. distichantha (Santa-Rosa,
Souza, Vidal, & Ledo, 2013). However, treatments combining NAA and BAP did not increase shoot production
in N. minutum compared to those with only BAP. This result might be related to cytokinin action, which
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decreased apical dominance and induced shoot formation (Pierik, 1997). Mercier, Souza, Kraus, Hamasaki,
and Sotta (2003) observed increased shoot formation in Ananas comosus leaves cultivated in a medium with
BAP and NAA when the apical dominance was broken. These authors suggested that the BAP and NAA joint
presence increases the endogenous iP cytokinin content, indicating that iP production is regulated in
response to the uptake of these PGRs. In our study, the auxin production by the apical bud was not interrupted
since we used the entire N. minutum plantlet. Furthermore, using NAA and BAP in the culture medium was
not more efficient than BAP alone, indicating that adding auxin does not favor N. minutum multiplication,
unlike what has been reported for other bromeliad species (Silva et al., 2012).
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Figure 3. Shooting in Nidularium minutum grown in a culture medium with the addition of 6-benzylaminopurine (BAP) and/or 1-
naphthylacetic acid (NAA). Control medium = PGR-free. (A) Percentage of Nidularium minutum plants with shoots grown for 240 days;
(B) Number of shoots per N. minutum plant after 240 days of cultivation. Means followed by the same letters do not differ significantly

according to the Scott-Knott test (p > 0.05).

BAP is the most used cytokinin for in vitro propagation due to its remarkable ability to act in the aerial
part, producing more shoots than other PGRs (Coelho, Goncalves, Gonzalez-Benito, & Romano, 2012;
Bekircan, Yasar, Yildirim, S6kmen, & Sokmen, 2018; Komakech et al., 2020; Kornatskiy, 2020). In a medium
with 5 uM BAP (~ 1.13 mg L), the bromeliad Aechmea blanchetiana showed 100% sprouted plants after 60
days (Rosa et al., 2018). Puya berteroniana cultivated in vitro in a medium with 0.44 pM BAP (~ 0.1 mg L) for
28 days had an average of 5.5 shoots per plant (Viehmannova et al., 2016). In this study, using BAP
significantly increased shoot production in N. minutum. However, N. minutum needed a more extended period
(240 days) than Nidularium procerum and Nidularium innocentii to obtain more than 90% sprouting. According
to Silva et al. (2012), these other Nidularium species require 120 days to reach 100% and 61% shoot production,
respectively, using 4 pM (~ 1 mg L) of BAP and 2 uM of NAA (0.37 mg L!). We required PGR concentrations
close to those mentioned in previous studies to induce shoot production in N. minutum. We preliminary tested
higher BAP concentrations (2 and 2.5 mg L) but shoot formation did not increase.

Cytokinin added to the medium inhibited the elongation of aerial parts and roots. As shown in Table 1,
control plants, or those only with NAA in the medium, had larger aerial parts and roots. Nonetheless, the
biomass accumulation in N. minutum did not differ significantly between PGR treatments. These results could
be associated with cytokinins’ positive and negative regulatory roles in cell proliferation, stimulating mitosis
in some tissues or differentiation in others (Schaller, Street, & Kieber, 2014). Previous studies have also
revealed that there is most likely some resource partition between the mother plant and the new clones in the
shoots, possibly due to BAP-mediated coordination of shoot production, which involves nutrient availability
signaling (Schmiilling, 2002; Tamaki & Mercier, 2007).

Figure 4 illustrates the steps in N. minutum in vitro propagation from plantlets (A. Seedling; B-C. Growth
and shoot induction; D. Individual shoot production; E-F. Individualization of shoots from the mother plant;
and G. Acclimatization).
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Table 1. Biometric parameters of Nidularium minutum after 240 days of growth in MS medium with and without the addition of 6-
Benzylaminopurine (BAP) and 1-naphthaleneacetic acid (NAA)*.

4 Mass (g)
PGR (mgL?) Length (cm) Trosh Dry
NAA BAP Aerial Part Root Aerial Part Root Aerial Part Root
0 0 6.39  =0.59a 3.01 =0.37a 0.56 +0.08a 0.09 =0.02a 0.04 =0.0la 0.01 +0.004a
0.1 0 7.15 =0.38a 3.33 £0.4%9a 0.63 +0.07a 0.15 =0.0l1a 0.06 =0.0la 0.02 +0.003a
0 1.0 240 *0.21b 0.46 +0.22b 0.49 +0.13a 0.06 *0.01a 0.05 =0.0la 0.01 +0.002a
0.1 0.5 3.10 *0.53%b 0.98 +0.44b 0.38 =0.13a 0.08 ==0.03a 0.04 =0.0la 0.01 +0.003a
0.1 1.0 2.13  *0.43%b 0.50 =0.15b 0.34 =0.06a 0.11 =0.04a 0.06 =0.02a 0.02 +0.008a

(*) Different letters between columns indicate that the means differ significantly by the Scott-Knott test (p < 0.05)

=] bt

Figure 4. Steps in Nidularium minutum propagation. (A) Seedlings approximately 30 days after germination. (B) Plants obtained from
the PGR-free medium after 240 days. (C) Treatment plants with 1.0 mg L-* BAP after 240 days. (D) Detail of the shoot proliferation from
one seedling. (E) Shoots separated from the mother plant (the mother plant is no longer recognized). (F) Detail of the individualized
shoot with roots. (G) Plants with 60 days of acclimatization. (Bars = 2 cm.)

This study showed a method to identify individuals with different shoot production capacities for the first
time. Likewise, it evaluated the plant production capacity for micropropagation of N. minutum by lateral buds,
including acclimatization. Sixty days after acclimatization, the plants showed 100% survival. Individual
shoots and unsprouted seedlings were successfully acclimatized. Other bromeliad species have also
demonstrated a high percentage of survival after acclimatization (Santa-Rosa et al., 2013; Faria et al., 2018;
Lima et al., 2020; Silva, Souza, Souza, Nepomucen, & Costa, 2020).

Conclusion

For the first time, the differential sprouting ability of N. minutum plants in vitro was demonstrated. Some
individuals showed a higher sprouting capacity, even in a PGR-free medium. The clones of these individuals
also tended to sprout, which could aid the micropropagation of this species and support genetic improvement
studies. Additionally, a high micropropagation performance is achieved using only BAP, despite the long
period required to respond to PGR stimuli. The differential sprouting capacity during micropropagation can
be used as a production strategy for repopulation programs and/or commercial purposes, reducing the impact
of extractivism of this endemic and endangered bromeliad.

Acta Scientiarum. Biological Sciences, v. 45, 64678, 2023
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CAPITULO I

Este capitulo refere-se aos estudos das atividades enzimaticas e alteragdes anatdbmicas
durante a brotacéo in vitro da N. minutum.

Pretende-se submeter o artigo para o periddico “Plant Cell, Tissue and Organ Culture”.
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RESUMO

Vaérios fatores determinam a diferenciacdo celular e, consequentemente, a formacéo de brotos
em plantas micropropagadas, entre eles, a presenca das espécies reativas de oxigénio (ROS),
que sdo moduladas pelo sistema antioxidante. Este trabalho teve objetivo de investigar a
atividade do sistema antioxidante durante a brotacdo in vitro de N. minutum, assim como
identificar as alteracdes anatbmicas decorrentes do desenvolvimento das gemas. Plantulas de
N. minutum provenientes da germinacéo in vitro foram cultivadas em meio come sem1mg L"
! de 6-benzilaminopurina (BAP). Anélises da brotagdo, peroxidacéo lipidica (LPO) e atividade
das enzimas antioxidantes foram realizadas em plantas que brotaram e comparadas as que ndo
brotaram. As avaliagfes anatomicas revelaram que a formagédo das gemas ocorreu de forma
assincronica, sendo um processo continuo e intensificado pela presenca de BAP. Na base do
caule destas plantas houve o intumescimento devido a divisdo das células parenquimaticas
subepidérmicas que originaram as gemas adventicias por organogénese direta. Observou-se que
os niveis de LPO foram maiores nas plantas cultivadas em meio com BAP e que nao
apresentavam brotos (90 dias de cultivo), diminuindo ap6s 240 dias. A transicdo do
desenvolvimento de gemas para brotos foi acompanhada por diferencas nas atividades,
principalmente, da superdxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR), indicando que
ocorre um ajuste dindmico nas reacdes de oxirreducdo entre essas enzimas durante 0 processo

da organogénese dos brotos.
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ABSTRACT

Several factors determine cell differentiation and, consequently, the formation of shoots in
micropropagated plants, including the presence of reactive oxygen species (ROS), which are
modulated by the antioxidant system. This work aimed to investigate the activity of the
antioxidant system during the in vitro sprouting of N. minutum, as well as to identify the
anatomical alterations resulting from the development of the buds. N. minutum seedlings from
in vitro germination were cultivated in medium with and without 1 mg L-1 of 6-
benzylaminopurine (BAP). Analysis of shoot formation, lipid peroxidation (LPO) and activity
of antioxidant enzymes was carried out in plants with and without shoots. Anatomical analyses
revealed that shoot formation occurred asynchronously, being a continuous process intensified
by the presence of BAP. At the stem base of the plants there was swelling due to the division
of the subepidermal parenchyma cells that originated the adventitious buds by direct
organogenesis. LPO levels were higher in plants grown in medium with BAP and without
shoots (90 days of cultivation) compared with plants with shoots and control plants, decreasing
after 240 days. The transition from bud to shoot development was accompanied by differences
in the superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR) activities, indicating that
there is an adjustment in redox reactions between these enzymes and the ROS involved in the
process of bud development and shoot organogenesis in N. minutum.

Anatomia caulinar, Bromélia, Espécies Reativas de Oxigénio, Micropropagacéo,

Organogénese.

Keywords: Adventitious buds, Bromeliad, Micropropagation, Organogenesis, Reactive

Oxygen Species, Stem anatomy.

INTRODUCAO

O principio bésico da cultura de tecidos vegetais € a totipoténcia, ou seja, a capacidade
de algumas celulas vegetais se regenerarem até formarem uma planta inteira (Bhojwani e
Razdan 1996). A totipoténcia é induzida sob condicdes apropriadas, como luz, nutrientes e
temperatura (Fehér 2019), dentre outros fatores. Essa capacidade morfogenética das células e

tecidos vegetais resulta na formacao de 6rgéos, brotos ou plantas inteiras, permitindo inimeras
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aplicacdes da biologia vegetal in vitro em estudos de botanica basica, bioquimica, propagacéo,
melhoramento e desenvolvimento de transgénicos (Bijalwan 2021).

A organogénese que ocorre durante a inducdo da brotacdo in vitro depende de varios
fatores bidticos e abidticos, enddgenos e exdgenos, que podem interferir na qualidade e
quantidade dos brotos. Além dos micronutrientes e macronutrientes presentes no meio de
cultura, muitas vezes sdo utilizados reguladores de crescimento de planta (PGR) para diferentes
finalidades como alongamento celular, rizogénese e brotacdo (Rademacher 2015),
influenciando quase todos os processos de crescimento e desenvolvimento das plantas (Hwang
e Sheen 2001). A citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais utilizada na propagacao in
vitro devido a sua grande capacidade de atuar na parte aérea, induzindo a producéo de muitos
brotos em comparagdo com outros PGRs (Coelho et al. 2012; Bekircan et al. 2018; Komakech
et al. 2020; Kornatskiy 2020).

Ha estudos que indicam o papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) nos processos
de proliferacéo e diferenciacédo celular (Hassan e Fridovich 1977; Liszkay et al. 2004; Fujita et
al. 2006; Dunand et al. 2007; Tsukagoshi et al. 2010; Zeng et al. 2017). As ROS regulam a
proliferacdo celular e as fun¢des bioldgicas, sendo benéficas em baixos niveis e essenciais para
a manutencdo da vida (Mittler 2017).

Algumas ROS podem provocar a peroxidacdo da membrana lipidica (LPO)
(Triantaphylides et al. 2008). Por muito tempo, a LPO foi considerada o principal mecanismo
molecular envolvido na deterioracdo oxidativa da arquitetura celular, eventualmente, causar
danos ou até mesmo levar a morte da célula (Bhattacharjee 2005; Skorzynska-Polit 2007;
Farooqui e Farooqui 2011). Porém, estudos mostram que a peroxidacdo da membrana nem
sempre ¢é prejudicial a célula e esta envolvida na regulacdo do ciclo celular (Girotti 1998;
Farmer e Mueller 2013).

A manutencdo basal das ROS pode ser regulada por meio da ativacdo do sistema
antioxidante, composto por enzimas ou outras moléculas que podem desativar as ROS a fim de
nédo provocarem danos celulares (Fujita et al. 2006; Zeng et al. 2017). A atividade das enzimas
antioxidantes muitas vezes esta relacionada com a capacidade dos tecidos de plantas se
diferenciarem. Estudos apontam que atividades de enzimas antioxidantes estdo envolvidas na
regeneracdo de calos de milho (Racchi e Terragna 1993), de Acanthophyllum sordidum
(Meratan et al. 2009) e de Brassica rapa (Abbasi et al. 2010). A relacéo da atividade de enzimas
antioxidantes com a brotacéo in vitro ja foi relatada em Gladiolus hybridus (Dutta Gupta e Datta
2003), em Albizia odoratissima (Rajeswari e Paliwal 2008), em Cardiospermum halicacabum
(Jahan et al. 2014) e em Curculigo orchioides (Dutta Gupta e Sahoo 2015). Fernandez-Garcia
et al. (2004) sugerem que o aumento das atividades de peroxidase (POX) e catalase (CAT)
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implicam no desenvolvimento do sistema vascular em enxerto de tomate. Pinto e Gara (2004)
reportaram que a presenca de ascorbato peroxidase (APX) na parede celular desempenha um
papel critico na regulacdo do processo de enrijecimento da parede durante a diferenciacdo
celular. Mitrovi¢ et al. (2012) sugerem que a atividade das enzimas CAT, POX e superoxido
dismutase (SOD) seja crucial durante a organogénese direta do caule de Tacitus bellus. Estudos
anatdbmicos também podem auxiliar no entendimento dos mecanismos da brotacéo e a relagéo
com a atividade das enzimas antioxidantes (Rajeswari e Paliwal 2008; Mitrovi¢ et al. 2012;
Souza et al. 2021).

A brotacdo in vitro é muito utilizada para propagacdo de bromélias ornamentais
ameacadas de extingdo (Pierik e Steegmans 1984; Paiva et al. 2009; Silva et al. 2012; Ord6gh
2015; Flores et al. 2018; Lima et al. 2020; Silva et al. 2020). A bromélia Nidularium minutum
é terricola, endémica do Estado de S&o Paulo e ocorre na Floresta Atlantica (Leme 2009).
Apresenta potencial ornamental (Carvalho et al. 2013) e ¢ considerada como "vulneravel”
(Brazil, 2022) devido ao extrativismo ilegal e a diminuicdo da area de Mata Atlantica (Zizka et
al. 2020). Estudos em nosso laboratorio mostraram que a brotagdo in vitro desta bromélia ndo
é uniforme, mesmo quando induzida por PGRs (Teixeira & Nievola 2023), indicando
heterogeneidade nas plantas cultivadas nas mesmas condicdes in vitro.

A hipotese deste trabalho foi que o potencial de brotacdo da bromélia N. minutum é
regulado por alteracbes de eventos oxidativos devido & perturbacdo no nivel de estado

estacionario das ROS, resultante da presenca ou ndo de indutor de brotacdo no meio de cultura.

Este trabalho teve por objetivo avaliar as alteracdes do sistema antioxidante e respostas

oxidativas e associa-las as alteracfes anatdmicas que ocorrem durante a formacdo dos brotos.

MATERIAL E METODOS
Obtengéo de material vegetal

Sementes de Nidularium minutum Mez foram colhidas de plantas da Reserva Bioldgica
Alto da Serra de Paranapiacaba, S&o Paulo, SP, Brasil (23°46'18"-23°47'05" S e 46°20'24"-
46°18'15" O) e desinfestadas com etanol 70% por 2 minutos e em alvejante comercial (cloro
ativo 2,5%) mais Tween 20 por 15 minutos. As sementes foram lavadas trés vezes com agua
destilada estéril e colocadas em meio para germinagdo, constituido por &gua destilada
suplementada com sacarose (2%) e solidificada com agar (0,6%), pH 5,8 (Kurita et al. 2014).
Os frascos com as sementes foram mantidos em sala de crescimento a 25°C com fotoperiodo
de 16 horas (~100 pmol m2 st) por 40 dias.
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Apds este periodo, as plantulas foram transferidas para frascos contendo meio MS
suplementado com sacarose (30 mg L), glicina (2 mg L), mio-inositol (100 mg L), 4cido
nicotinico (0,5 mg L), piridoxina-HCI (0,5 mg L), tiamina-HCI (0,1 mg L) e 4gar 0,6%, pH
5,8, com BAP (1 mg L) para inducio da brotagdo. Como controle, foi usado o mesmo meio
de cultivo, porém sem o BAP. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a 25°C com
fotoperiodo de 16 h (=100 pmol m2 s1). O experimento foi constituido por 30 frascos por
tratamento com 10 plantulas em cada frasco.

Caracterizacdo da brotacéo

As avaliagOes da porcentagem de plantas com brotos foram feitas aos 90, 120, 210 e
240 dias de cultivo em meio MS com e sem BAP.

A determinacao do nimero de brotos por planta foi feita somente aos 240 dias de cultivo

em meio MS com e sem BAP.
Biometria

A0s 240 dias de cultivo em meio MS com e sem BAP, as plantas foram avaliadas quanto
ao comprimento e quanto a biomassa (massa fresca e massa seca) da parte aérea. Para analise
da massa fresca (FM), a parte aérea das plantas foi separada das raizes e pesada em balanca
analitica de precisdo. O material foi armazenado em sacos de papel e colocados em estufa de
secagem a 60°C por 72 horas. Apds este periodo, o material foi pesado para obtencdo da massa

seca da parte aérea (DM) de acordo com protocolo descrito por Couto et al. (2014).

Avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes e quantificacéo de LPO

As analises das atividades das enzimas foram realizadas em plantas cultivadas por 40
dias em meio de germinacdo (tempo inicial) e aos 90 e 240 dias de cultivo em meio MS. Aos
90 dias as plantas cultivadas em meio com BAP foram divididas em dois grupos: com brotos e
sem brotos.

As andlises enzimaticas foram realizadas conforme protocolo de padronizacéo

estabelecido para Nidularium minutum por Nievola (2017).

Preparo do extrato enzimatico
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Partes aereas das plantas (0,2 g por amostra) foram maceradas e homogeneizadas em
meio de extragdo composto por tampéo fosfato de potassio 1 M (pH 7,5), EDTA 1 mM, NaCl
50 mM e acido ascorbico 1 mM. As amostras foram centrifugadas em 11000 g a 4 °C por 15
min. O sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado para a analise das atividades das enzimas

descritas a seguir.

Avaliagdo da atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima CAT foi determinada de acordo com o protocolo de Luck (1965).
A atividade da CAT foi definida pelo acompanhamento do consumo de peroxido de hidrogénio
(coeficiente de extingdo 0,04 mM cm™) a 240 nm por 2 min. A solugdo de reacéo foi composta
por tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e perdxido de hidrogénio 10 mM, adicionada
a 100 pL do extrato enzimatico.

A atividade da enzima APX foi determinada de acordo com o protocolo de Nakano e
Asada (1981), modificado por Weng et al. (2007). A atividade da APX foi definida pela medida
do decréscimo da absorbancia a 290 nm (coeficiente de extingdo de 2,8 mM cm™) por 2 min. A
solucdo de reacdo foi composta por tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 0,1
mM, &cido ascorbico 0,5 mM e peroxido de hidrogénio 0,2 mM, adicionada a 50 pL do extrato
enzimatico.

A atividade da enzima glutationa redutase (GR) foi determinada de acordo com
protocolo de Schaedle e Bassham (1977). A atividade da GR foi definida pelo decréscimo da
absorbancia em 340 nm (coeficiente de extingdo de 6,2 mM* cm™) por 2 min devido a oxidagéo
de NADPH, de acordo com o método. A solucédo de reacao foi composta por tampao Tris-HCI
(pH 7,5) 50 MM, NADPH 0,15 mM, GSSG 0,5 mM e MgClz, 3 mM adicionada a 100 pL do
extrato enzimatico.

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o protocolo de Beauchamp
e Fridovich (1971), modificado por Balen et al. (2009). A atividade da SOD foi analisada pela
medida da inibicdo da reducéo fotoquimica do azul nitro tetrazélio (NBT). A solucdo de reacéo
foi composta por tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), riboflavina 2 uM, metionina 10
mM, NBT 56 pM, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM, adicionada a 50 uL do
extrato enzimatico. Este sistema foi colocado em uma caixa de luz por 10 minutos. Uma
unidade de atividade da SOD foi definida como a quantidade de enzima bruta requerida para

causar 50% de inibig&o da taxa de reducdo da NBT a 560 nm.
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Estimativa do nivel da peroxidacéo lipidica

O nivel de peroxidacao lipidica foi determinado pelo contetddo de hidroperdxido com
duplas ligagdes conjugadas (HPDC). Para extracao de HPDC 0,02 g da parte aérea das plantas
foram homogeneizados em etanol 96% (v/v). A absorg¢do foi medida no sobrenadante a 234
nm e sua concentracao foi calculada por meio de g = 2,65 x 10* M*cm™ (Levin e Pignata 1995).

Os resultados foram expressos como pmol gt por massa fresca.

Anélises anatdmicas

As analises anatdbmicas para a observacao de gemas e brotos em desenvolvimento foram
efetuadas em plantas no tempo inicial do experimento e naquelas cultivadas por 90 dias em
meio MS com e sem BAP. As plantas foram fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky
1965) e, em seguida, o material foi levado a uma bomba de vacuo para a retirada do ar contido
nos tecidos. As folhas e raizes foram parcialmente retiradas para a inclusao principalmente do
caule. As amostras foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em resina
histolégica (Leica Historesin). O material incluido foi seccionado transversal e
longitudinalmente na espessura de 7 um em micrétomo rotatério (Leica RM2245) com navalha
de aco descartavel. O material seccionado foi corado com azul de toluidina 0,05% (Sakai 1973)
em tampao fosfato e citrato (Mcllvaine 1921) pH 4,5. A presenca dos grdos de amido foi
evidenciada pelo lugol (Berlyn e Miksche 1976). As laminas permanentes foram montadas com
resina Entellan. O material foi fotografado ao microscopio 6ptico Olympus BX41 com camera

Olympus SC100 usando o programa Olympus cellSens Standard v.3.2.

RESULTADOS

Caracterizacdo da Brotacdo e Biometria

Aos 90 dias, a brotagdo de N. minutum foi maior na presenca de BAP, atingindo 50%
de plantas com brotos, enquanto somente 10% das plantas do controle apresentaram brotacgéo.
Aos 240 dias, 100% das plantas cultivadas em meio com BAP brotaram com 8,4 brotos por
planta, enquanto apenas 20% das plantas do controle apresentaram brota¢do, com 2,7 brotos
por planta (Fig. 1A, B).
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Figura 1: Caracterizagdo da brotagéo e biometria de Nidularium minutum cultivadas em meio
MS com adicdo de 6-benzilaminopurina (BAP); Meio de controle ndo possui BAP. A -
Porcentagem de plantas com brotos durante 240 dias de cultivo. B — NUmero de brotos por
planta aos 240 dias. C — Comprimento da parte aérea aos 240 dias. D - Biomassas aos 240 dias.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey (P >0,05). Os valores sao
expressos como media + SEM. DM: dry mass; FM: fresh mass.

Aos 240 dias, a parte aérea das plantas do controle mediam 5,75 cm e as cultivadas em
meio MS com BAP mediam em média 1,37 cm (Fig. 1C). As massas das plantas desses dois
tratamentos ndo apresentaram diferencas aos 240 dias (Fig. 1D), apesar das plantas cultivadas
em meio com BAP apresentarem o comprimento da parte aérea muito menor que as do controle
(p < 0,000001) (Fig. 1C).

Avaliacéo da Quantificacdo da Peroxidacéo Lipidica

Os resultados deste trabalho mostraram que os diferentes tratamentos in vitro
originaram diferentes respostas em relacdo a brotacdo. Adotaremos, portanto, as seguintes
abreviaturas: PNS (Plants with No Shoot) que se refere as plantas cultivadas por 90 dias em
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meio MS com BAP que ndo continham brotos e PS (Plant with Shoots) para aquelas que

apresentavam brotos.

A peroxidacao lipidica (LPO), medida em nivel de hidroperdxidos com duplas ligacoes
conjugadas (HPCD), aumentou aos 90 dias de incubacéo e apresentou uma diminuigédo aos 240
dias, ficando igual ao tempo inicial (Fig. 2).

Aos 90 dias de cultura, as plantas do controle e as PS apresentaram niveis de LPO iguais
entre si, mas superiores aos niveis das plantas do tempo inicial e das plantas cultivadas por 240

dias (Fig. 2).
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Figura 2: Nivel de peroxidac&o lipidica (LPO) em termos de contetido de hidroperoxidos com
duplas ligacbes conjugadas (HPDC) no periodo inicial (IT), aos 90 dias e 240 dias de
Nidularium minutum cultivadas em meio MS com e sem BAP. Aos 90 dias, as plantas
cultivadas em meio com BAP foram divididas em plantas com brotos (PS) e plantas com
nenhum broto (PNS). Os dados indicados com letras iguais ndo diferem entre si (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey. Os valores sdo expressos como média £ SEM.

Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD diminuiu apds as plantas permanecerem 90 dias incubadas, tanto
para as PS quanto para as PNS. Houve uma menor atividade nas plantas do controle (Fig. 3A).
Aos 240 dias, a atividade da SOD aumentou em relacdo as plantas cultivadas por 90 dias. Neste

periodo, ndo houve diferenca entre as plantas do controle e as plantas cultivadas em meio com

BAP.
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Figura 3: Atividades das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e GR) de Nidularium
minutum no periodo inicial (IT), aos 90 dias e aos 240 dias de plantas cultivadas em meio MS
com ou sem BAP. Aos 90 dias, as plantas cultivadas em meio com BAP foram divididas em
plantas com brotos (PS) e plantas com nenhum broto (PNS). Os dados indicados com letras
iguais ndo diferem entre si (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Os valores sdo expressos
como média = SEM.

A atividade da CAT aumentou aos 90 dias para plantas controle e para as PNS (Figura
3B). Aos 240 dias, as PS apresentaram aumento da atividade desta enzima. Quanto a atividade

da APX, ndo houve diferenca entre os 90 e 240 dias para todos os tratamentos (Figura 3C).

A maior atividade de GR foi observada nas plantas que permaneceram cultivadas por
90 dias, principalmente naquelas cultivadas com BAP. Porém, ndo houve diferenca entre as PS
e as PNS (Fig. 3D). Aos 240 dias, houve decréscimo da atividade desta enzima em relacdo aos

90 dias de cultivo.

Analises Anatdmicas

Aos 90 dias, verificou-se que 90% das plantas do grupo de controle e 50% das plantas

cultivadas com BAP ndo apresentavam brotos visiveis a olho nu (PNS). As analises anatdmicas
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revelaram gue tanto as plantas do grupo de controle quanto as do grupo com BAP apresentavam
uma organizagdo semelhante quanto a estrutura caulinar (Fig. 4A e B, respectivamente), exceto
numa parcela de plantas dentre as PNS que tinham a regido basal do caule intumescida (Fig.
4C), nas quais foram observadas gemas em desenvolvimento (Fig. 4D e E). Ja as plantas com
brotos (PS) apresentavam um intumescimento ainda maior da regido basal do caule com gemas

e brotos em diferentes estagios de desenvolvimento (Fig. 5).

O intumescimento da base do caule ocorreu devido a proliferacdo de células
parenquimaticas subepidérmicas que se diferenciaram em gemas. Esta diferenciacdo ocorreu
de forma organizada, sem a formacédo de calo (organogénese direta). Primordios foliares se
originam a partir dos flancos do meristema apical caulinar (Fig. 4D e 5C). Entre a regido das
gemas e das células parenquimaticas foi possivel observar uma zona de transi¢do constituida

por células menores e citoplasma mais denso dos que as células parenquimaticas (Fig. 4D e E).

Numerosos grdos de amido foram observados tanto nas células do parénquima da base
intumescida do caule quanto na zona de transi¢cdo das PNS (Fig. 4D e F). Nas PS (Fig. 5F), a
quantidade de grdos de amido era bastante reduzida.

Deste modo, foi possivel, portanto, identificar 3 estadgios da organogénese direta dos

brotos: intumescimento da base do caule, formacédo de gemas e desenvolvimento dos brotos.



68




69

Figura 4: Cortes longitudinais do caule de plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro
por 90 dias em meio MS sem e com 1 mg L de BAP. A - Controle; inset: planta antes de ser
fixada em Karnovsky. B - Planta sem broto cultivada em meio MS com BAP. C - Planta sem
broto cultivada em meio MS com BAP, mas com gemas na base intumescida do caule. D e E -
Detalhes das gemas na base intumescida do caule de plantas sem brotos cultivadas em meio
MS com BAP. F - Distribuicao dos grdos de amido de uma planta sem broto cultivada em meio
MS com BAP. Setas: gemas; cabecas de seta: gréos de amido. LP: primordios foliares; MP:
planta mée; R: raiz; SB: base do caule; TZ: zona de transicé&o.
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Figura 5: Cortes longitudinais do caule de plantas com brotos de Nidularium minutum
cultivadas in vitro em meio MS com 1 mg L™ de BAP por 90 dias. A - Planta com dois brotos
em desenvolvimento, inset: planta antes de ser fixada em Karnovsky. B-E - Detalhe das gemas
e dos brotos formados na regido basal do caule da planta. F - Distribuicdo dos gréos de amido
de uma planta com brotos. Setas pretas: gemas; Setas vermelhas: brotos; cabecas de seta: graos
de amido; LP: Primordios foliares. MP: planta mée. OL.: folha velha da planta mée. R: raiz. SB:
base do caule.
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DISCUSSAO

O BAP intensificou a brotagdo em plantas de N. minutum. Esta citocinina é a mais
utilizada na propagacé&o in vitro, induzindo a producéo de broto, devido a sua grande capacidade
de atuar na parte aerea da planta (Bekircan et al. 2018; Komakech et al. 2020; Kornatskiy 2020),
inclusive em Bromeliaceae (Martins et al. 2020, Silva et al. 2020, Oliveira et al. 2021, Marchi
et al. 2022, Silva et al. 2022).

Os valores de massas obtidos para plantas que brotaram foram semelhantes as do
controle. Entretanto, para as primeiras estes valores foram devidos ao intumescimento da base
do caule nas plantas cultivadas com BAP por 240 dias, enquanto que para as plantas do controle
0 acumulo ocorreu devido ao maior comprimento da parte aérea, evidenciando padrdes de
desenvolvimento diferente na presenca da citocinina. Resultados semelhantes foram
observados por Silva et al. (2022) no cultivo da bromélia Aechmea setigera cultivada em MS
com 1 mg L de BAP quando observaram que o BAP influenciou o aciimulo de massa fresca e
seca ao estimular a brotacdo, diminuindo o comprimento da parte aérea.

O intumescimento da regido basal do caule de N. minutum foi devido a formacéo das
gemas que se desenvolveram a partir da proliferacdo de células subepidérmicas. Ndo houve
brotacdo das gemas axilares. As gemas da regido basal do caule se formaram assincronicamente
e se transformaram em brotos. Assim como em nosso trabalho, Graner et al. (2019) tambeém
observaram que as gemas axilares da bromélia Neoregelia johannis cultivada em meio com
BAP e 4cido naftaleno acético ndo brotaram. A brotacdo ocorreu a partir das células
parenquimaticas da base do caule. Segundo estes autores, as células do parénquima podem atuar
como células competentes para a organogénese, atuando como um nicho de células
pluripotentes para direcionar a organogénese adventicia (brotos adventicios). Essas células se
caracterizam por paredes celulares finas, citoplasma denso, alta relacdo nuclear citoplasmatica
e poucos e pequenos vacuolos.

Os numerosos graos de amido presentes nas células do parénquima da base intumescida
do caule e na zona de transi¢do das PNS de N. minutum, observados neste trabalho, confirmam
0 uso desta reserva energética para a formacdo e o desenvolvimento dos brotos, pois houve
reducdo destes compostos nas PS. Grenner et al. (2019) também observaram que ha um
consumo do amido a medida que a planta desenvolve mais brotos.

No inicio da diferenciacao dos tecidos para a formacao de brotos de N. minutum (aos 90
dias em meio com BAP), a LPO foi maior nas plantas que ndo brotaram, quando apresentaram
0 maior pico de contetido de HPCD. E possivel supor que tenha havido uma maior peroxidag&o
das membranas lipidicas, possivelmente por haver uma maior concentracdo de H2O2, que € uma

ROS que pode participar da reacdo da peroxidagdo da membrana celular (Halliwell 2006). As
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plantas de N. minutum com brotos apresentavam caule bastante intumescido por conterem
inimeras gemas meristematicas. Segundo Zeng et al. (2017), a zona periférica dos meristemas
apicais que promovem a diferenciacdo celular apresenta acimulo de H20», enquanto 0 Oy é
encontrado em maior quantidade na zona central da gema, onde as células se mantém como
meristematicas. E possivel supor que o tecido meristematico das gemas observadas em N.
minutum apresentavam maior concentracdo de O, uma ROS que ndo oxida a membrana
lipidica (Halliwell e Chirico 1993) e, por isso, apresentavam niveis reduzidos de LPO. Estudos
histoquimicos para a localizacdo dessas ROS durante as fases de brotacdo in vitro da N.
minutum sao necessarios para comprovar esta hipotese.

Em nosso trabalho foi verificado que a transicdo do desenvolvimento de gemas para
brotos foi acompanhada por diferencas nas atividades das enzimas antioxidantes. Estudos
apontam para uma conexao clara entre 0 aumento das enzimas antioxidantes, a presenca de
ROS (radicais livres) e a diferenciacdo celular (Fujita et al. 2006; Zeng et al. 2017). Os
resultados observados para N. minutum destacam a importancia da regulacdo dos processos
antioxidantes para a manutencdo dos niveis basais das ROS, conforme apontado por
Dumanovic et al. (2021).

A atividade da SOD diminuiu aos 90 dias de cultivo e aumentou aos 240 dias, quando
ndo houve diferenca entre os tratamentos. Zeng et al. (2017), estudando Arabidopsis thaliana,
concluiram que a regulagdo da SOD é fundamental para o destino das células meristematicas,
pois esta enzima controla os niveis de Oz e H20: nestas células, determinando a manutencéo
ou a diferenciacdo celular. Em N. minutum, a maior atividade da SOD em plantas cultivadas
em meio com BAP aos 90 dias pode estar relacionada com o inicio da inducdo da brotacao
induzida pelo PGR. Resultados semelhantes foram observados para Albizia adoratissima,
guando as atividades de SOD aumentaram durante a organogénese de brotos adventicios em
comparac¢do com culturas ndo morfogénicas (Rajeswari e Paliwal, 2008). Por outro lado,
Mitrovi¢ et al. (2012) observaram que durante os estdgios iniciais da organogénese de brotos
em explantes foliares de Tacitus bellus houve diminuigéo da atividade da SOD, indicando que
esta tendéncia pode variar conforme a espécie, além das condi¢6es de cultivo.

Alteracdes na SOD podem ser acompanhadas de variagdes da atividade da CAT, como
reportado por Blazquez et al. (2009) nos estagios iniciais da embriogénese somatica de Crocus
sativus.

O aumento na atividade da CAT dos 90 para os 240 dias nas PS, observado no nosso
trabalho, pode estar relacionado aos controles dos niveis de H2O> gerados em fungdo da
atividade da SOD. Fernandez-Garcia et al. (2004) relacionaram a CAT com o controle de H20>

durante a diferenciacdo de células meristematicas em enxertos de tomate. Alguns trabalhos,
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semelhante ao observados para N. minutum analisadas neste estudo, relatam o aumento da
atividade da CAT durante a organogénese de plantas cultivadas em meio com a citocinina,
como demonstrado para Acanthophyllum sordidum (Meratan et al. 2009), para Gladiolus
hybridus (Dutta Gupta e Datta 2003) e para Albizia odoratissima (Rajeswari e Paliwal 2008).
Relatos de Racchi e Terragna (1993) apontam que a atividade da CAT atua durante a
diferenciacdo celular nos diferentes niveis da cultura de tecidos de milho (calogénense,
embriogénese e organogénese). Segundo estes autores, esta enzima atua nas células
meristematicas, sua manutencéo e sua supressdo, durante a diferenciacédo celular.

Os niveis estaveis de APX aos 90 e 240 dias observados neste trabalho podem indicar
que a atividade desta enzima provavelmente ndo esta envolvida na indugdo da brotacdo por
BAP, mas pode ser responsavel pelo equilibrio das reacGes de 6xido reducdo. O papel da APX
varia muito entre os trabalhos, por exemplo, em Curculigo orchioides, Dutta Gupta e Sahoo
(2015) observaram uma alta atividade da APX ap6s 14 dias de incubacdo em meio MS contendo
BAP e maior acréscimo da atividade desta enzima nas culturas que apresentaram organogénese
de brotos. Diferentemente, Abbasi et al. (2010) observaram decréscimo na atividade de APX
durante a organogénese de calos de Brassica rapa. Entretanto, a maior atividade da GR
detectada nas plantas de N. minutum que permaneceram cultivadas por 90 dias em meio com
BAP, diminuindo aos 240 dias, pode estar relacionada com o inicio da indugéo da diferenciacdo
induzida pelo BAP. Do mesmo modo, Jahan et al. (2014) observaram aumento da atividade de
GR durante a brotacdo in vitro de hipocétilos de Cardiospermum halicacabum. Saha Dutta
Gupta (2018) reportaram que a atividade de GR atingiu valores elevados durante as fases de
proliferacdo de brotos em culturas de Swertia chirata cultivadas em MS com 4,5 mg L de
BAP.

No presente estudo, atividade da GR (Fig. 5D) e os teores de HPDC (Fig. 2) seguiram
um mesmo padrdo, aumentando aos 90 dias e diminuindo aos 240 dias. Estes dados sugerem
que a peroxidacdo lipidica tem relacdo com a atividade da GR, pois esta enzima € responsavel
pelo equilibrio das concentracbes de glutationa reduzida (GSH) e dissulfeto de glutationa
(GSSG) nos tecidos (Diaz e Shi, 2022). Sendo assim, para plantas de N. minutum, é provavel
que a GR possa estar relacionada ao inicio da inducdo da brotagdo, havendo reducdo de sua
atividade aos 240 dias. Adicionalmente, a GR proporciona um ambiente redutor ao acoplar a
oxidagdo do NADPH que, por sua vez, promove a reducdo do GSSG, produzindo GSH. A GSH
elimina diretamente algumas ROS, com exce¢do do O>’, e atua como um tampao, mantendo as
proteinas em seu estado reduzido, e serve como substrato da GPX, que degrada o H20; (Diaz e

Shi 2022). Possivelmente, os diferentes teores de HPDC observados durante a brotag&o in vitro
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de N. minutum podem ter relacdo com a atividade da GR, em cujo ciclo estdo envolvidas as
ROS H,0O2e Oy

CONCLUSAO

A brotacdo assincrénica da bromélia N. minutum in vitro € um processo continuo, o qual
é intensificado na presenca de BAP, e € acompanhada de ajustes na atividade das enzimas do
sistema antioxidante que controlam os niveis de ROS durante a diferencia¢do dos tecidos de
gemas para brotos, cuja producéo foi controlada principalmente pelas atividades da GR e da
SOD. De modo interessante, este trabalno mostrou que os niveis de LPO ndo estavam
relacionados a danos celulares e sim a quantidade de gemas ou tecido ja diferenciado, pois nas
plantas que brotaram os niveis de LPO foram menores em relacdo as plantas cultivadas em meio

com BAP e nédo apresentavam brotos.
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Capitulo 111

Este capitulo € um estudo cujo o objetivo foi analisar a anatomia de Nidularium minutum
cultivada in vitro e identificar quais sdo as estruturas provaveis que esta planta possui que
podem garantir o sucesso da aclimatizagéo.

Pretende-se submeter o artigo para o periddico “South African Journal of Botany”.
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RESUMO

Certos atributos anatbmicos das Bromeliaceae sdo relacionados com a conservacao de agua nos
tecidos da planta. Estes caracteres podem ser importantes para o sucesso da aclimatizacdo que
muitas espécies desta familia apresentam apds cultivo in vitro. O objetivo deste estudo foi
identificar estruturas anatdmicas de Nidularium minutum, uma espécie vulneravel com
potencial ornamental, que poderiam contribuir para o sucesso do estabelecimento ex vitro apos
crescimento in vitro. Para isso foram realizadas analises anatdbmicas em microscopia éptica e
eletronica de varredura dos 6rgdos vegetativos de plantas cultivadas in vitro por 90 dias. Foi
observada a presenca de estruturas que podem atuar prevenindo a desidrata¢cdo, como escamas
foliares, parénquima aquifero foliar e raizes intracorticais, além de coléteres no apice caulinar
(ndo comumente reportados para Bromeliaceae). Concluiu-se que este conjunto de caracteres

anatomicos pode favorecer o estabelecimento ex vitro de N. minutum apos cultivo in vitro.

Palavras-chave: Anatomia de 6rgaos vegetativos; Atributos anatdmicos; Bromélia; Coléteres;

Micropropagacao.
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1 INTRODUCAO

As bromélias sdo bastante empregadas como plantas ornamentais devido as suas
inflorescéncias que duram meses e a atrativa disposicdo em roseta de suas folhas (Negrelle et
al., 2012). Consequentemente, a coleta predatoria de exemplares para comercializacdo e a
depredacdo do ambiente natural tem causado reducdo de inimeras espéecies, muitas vezes
levando-as a extingdo (Pereira et al., 2008).

Uma maneira de preservacdo de espécies ameagadas é o cultivo in vitro. Esta técnica
tem sido considerada uma importante ferramenta para a propagacdo em massa de bromélias,
subsidiando a producdo comercial de espécies ornamentais e fornecendo plantas
micropropagadas para reintroduc¢ao no habitat natural (Huang et al., 2011), tendo assim grande
potencial para a conservacao de espécies de plantas raras, ameagadas ou em risco de extin¢do
(Shahzad et al., 2017). Adicionalmente, a obtencdo de plantas a partir de germinacéo in vitro é
vantajosa, pois cada fruto de bromélia pode conter muitas sementes, como por exemplo N.
minutum, que possui por volta de 200 sementes por fruto e taxa de germinacao in vitro superior
a 60% (Kurita et al., 2014).

Um dos pontos criticos da micropropagacéo é a fase da aclimatizacdo, quando a planta
passa do ambiente in vitro para o ex vitro. Muitas espécies de plantas ndo sobrevivem neste
processo porque no ambiente in vitro a atmosfera é saturada com altissima umidade,
temperatura constante ou com pouca variacao, fonte de carbono pronta, presenca de reguladores
de crescimento no meio de cultivo, baixa concentracdo de CO: e alta concentracao de etileno
no ar. Todos estes fatores contribuem para que a planta apresente anomalias anatdmicas
(Martins et al., 2020; Manokari et al., 2021) e, consequentemente, dificuldade de sobrevivéncia
durante a adaptacdo ao ambiente ex vitro, como relatado por varios autores (Lima-Brito et al.,
2016; Campos et al., 2019; Duan et al., 2020). Sendo assim, avalia¢cdes anatdmicas em plantas
cultivadas in vitro sdo importantes para entender o desenvolvimento em condicGes
heterotréficas e elucidar desequilibrios morfoldgicos gerados durante o cultivo, podendo assim
aprimorar o estabelecimento da cultura (Moyo et al., 2015).

Diferentemente do que é relatado para algumas outras espécies, trabalhos com cultivo
in vitro de Bromeliaceae mostram que as plantas desta familia apresentam sucesso na
aclimatizacdo (Flores et al., 2018; Lima et al., 2020; Alves et al., 2022; Bertsouklis e Panagaki,
2022; Ordogh, 2022). Caracteres anatdémicos presentes nas bromélias, como estrutura das
raizes, arquitetura da parte aérea e diferentes aspectos funcionais dos tricomas foliares
(absorventes, refletores ou atratores), sdo capazes de favorecer o balango hidrico e a nutri¢do

mineral. Estes caracteres contribuem para a sobrevivéncia destas plantas em diferentes



85

situacbes ambientais, além de possibilitar que ocupem diferentes habitats (terricola, epifita,
saxicola, rupicola) (Benzing, 2000).

A bromélia Nidularium minutum é terricola e possui potencial ornamental (Leme,
2000). E endémica do Estado de S&o Paulo, considerada vulneravel na Lista Oficial de Espécies
da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo (MMA, 2022). Estudos com a aclimatizacao desta
bromélia cultivada in vitro demonstraram que ha alta taxa de sobrevivéncia durante a adaptacdo
ao ambiente ex vitro. Kurita et al. (2014) obtiveram 100% de sobrevivéncia apds 90 dias de
aclimatizacdo de plantas cultivadas in vitro sem reguladores de crescimento. Teixeira e Nievola
(2023), ao avaliarem a micropropagacdo desta mesma espécie em meio de cultura com
diferentes concentraces de reguladores, também observaram a sobrevivéncia de todas as
plantas apds 60 dias de aclimatizacdo. Neste sentido, supomos que as bromélias apresentam
estruturas anatdbmicas que competem a elas facilidade de sobrevivéncia na mudanca do
ambiente in vitro para o ex vitro.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a anatomia de plantas de N. minutum
cultivadas in vitro e identificar quais sdo as estruturas que poderiam garantir o sucesso do

estabelecimento ex vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencgéo de material vegetal

As plantulas foram obtidas a partir da germinacdo de sementes de Nidularium minutum
Mez coletadas de plantas da Reserva Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba, Sdo Paulo,
SP, Brasil (23°46'18"-23°47'05" Latitude Sul e 46°20'24"-46 °18'15" Longitude Oeste). A
desinfestacdo das sementes foi feita com etanol 70% por 2 minutos e alvejante comercial (cloro
ativo 2,5%) mais Tween 20 (Labsynth, Brasil) por 15 minutos. As sementes foram enxaguadas
trés vezes com agua destilada estéril e colocadas em frascos contendo meio para germinacéo
composto por dgua destilada suplementada com sacarose (2%) e solidificada com agar (0,6%),
a pH 58 (Kurita et al., 2014). Os frascos com as sementes foram mantidos em sala de

crescimento a 25°C com fotoperiodo de 16 horas por 40 dias.

Apos este periodo, as plantulas foram transferidas para meio MS suplementado com
sacarose (30 mg L), glicina (2 mg L), mio-inositol (100 mg L), &cido nicotinico (0,5 mg L
b, piridoxina-HCI (0,5 mg L), tiamina-HCI (0,1 mg L) e 4gar 0,6%. O pH foi ajustado para
5,8. As culturas foram mantidas por 90 dias em sala de crescimento a 25°C com fotoperiodo de
16 h (~100 pmol m=2s?),
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2.2 Analises anatomicas

Cinco plantas obtidas apds 90 dias em cultivo in vitro foram fixadas em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) e, em seguida, o material foi levado a uma bomba de vécuo para
a retirada do ar contido nos tecidos. Precedendo a inclusdo em resina histolégica (Leica
Historesin), as amostras da lamina foliar, caule e raiz foram desidratadas em série etilica das
concentragdes de 10 a 100%. O material incluido foi seccionado transversal e longitudinalmente
na espessura de 7 um em microtomo rotatorio (Leica RM2245) com navalha de aco descartavel.
Os cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampao fosfato e citrato
(Mcllvaine, 1921) pH 4,5. Para montagem das ldaminas permanentes foi usada resina Entellan.

Testes histoquimicos foram realizados para identificar substancias lipofilicas pelo
Sudan IV (Jensen, 1962) e substancias pécticas e mucilagens pelo vermelho de ruténio
(Johansen, 1940).

A analise da epiderme foliar foi feita por meio da impressdo paradérmica com cola
instantanea (éster de cianoacrilato) (Segatto et al., 2004) ou por corte paradérmico do material
incluido em historresina.

As imagens foram capturadas por cdmera Olympus SC100 usando o programa Olympus
CellSens Standard v.3.2, ao microscépio éptico Olympus BX41.

Para as analises em microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras dos apices
caulinares foram fixadas em solugdo de Karnovsky e desidratados em série etilica, secas pelo
método do ponto critico com CO> (Horridge e Tamm, 1969) e metalizadas com ouro. As

analises foram realizadas em microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-IT 300.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 L&mina foliar
A epiderme da lamina foliar de N. minutum € uniestratificada com as células da face
adaxial maiores em relacdo a face abaxial (Fig. 1a, ). Segundo Carvalho et al. (2013), a
espessura das células da epiderme foliar de N. minutum crescidas in vitro pode variar conforme
a temperatura. Estes autores constataram que as células epidérmicas da face adaxial de plantas

cultivadas a 10 e 15 °C eram mais espessas em compara¢ao com plantas cultivadas a 25 °C.
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Figura 1: Lamina foliar de Nidularium minutum cultivada in vitro em meio MS por 90 dias; a
- Corte longitudinal mostrando as faces adaxial e abaxial da epiderme revestida pela cuticula
fina e irregular corada com Sudan IV. b - Estdbmatos da face abaxial em corte paradérmico. ¢ -
Estdbmatos e respectivas camaras subestomaticas na face abaxial da lamina foliar em corte
transversal. d - Estdmatos da face adaxial do bordo foliar em impressédo paradérmica. e - Corte
longitudinal mostrando escamas nas duas faces foliares. f - Detalhe da escama em corte
longitudinal. g - Impressdo paradérmica da escama em vista frontal. A: asa da escama; CS:
camara subestomatica; Ct: cuticula; DC: disco central da escama; EB: epiderme da face abaxial,
ED: epiderme da face adaxial; Ec: escama; Et: estbmato; P: pedicelo; PA: parénquima aquifero;

PC: parénquima clorofiliano.

A cuticula foliar de N. minutum € fina e irregular (Fig 1a). Barboza et al. (2006) tambem
observaram cuticula pouco desenvolvida tanto na face adaxial quanto na face abaxial da
epiderme foliar de Ananas comosus (Bromeliaceae) cultivado in vitro. A mé formag&o, ou até

mesmo a auséncia de cuticula é uma caracteristica comum em plantas crescidas in vitro
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(Hazarika et al., 2001; Suarez et al., 2019; Din et al., 2020). Nestas plantas, pode ocorrer
reducdo da espessura da cuticula foliar devido ao ambiente fechado do vidro, que possui
atmosfera com alta umidade relativa e escassas trocas gasosas dentro do recipiente (George et
al., 2008). Esta condicdo pode desfavorecer a sobrevivéncia da planta durante a aclimatizacéo,
pois a cuticula € um dos principais mecanismos de defesa da planta contra a perda excessiva de
agua (Louro et al., 2003).

A lamina foliar de N. minutum é anfiestomética (Fig. 1b-d). Os estdmatos sdo
tetraciticos (Fig. 1b), conforme classificacdo ja mencionada para Bromeliaceae (Tomlinson,
1969), e se encontram em um mesmo nivel ou levemente acima das demais células epidérmicas
(Fig. 1c, 2a). O mesmo acontece nas bromélias Tillandsia (Oliveira et al., 2022) e Vriesea (Silva
et al., 2020a; Faria et al., 2021) e em Pitcairnia mineira (Carvalho e Forzza, 2022), Pitcairnia
burchellii (Ballego-Campos et al., 2022) e Billbergia euphemiae (Zorger et al., 2019). Os
estdmatos em N. minutum estdo distribuidos predominantemente pela face abaxial (Fig. 1b, c),
porém sdo encontrados também junto ao bordo foliar na face adaxial (Fig. 1d), como observado
em Acanthostachys strobilacea por Carvalho (2022).

Os tricomas foliares de N. minutum sé&o do tipo peltados e denominados escamas (Fig.
le-g). Sdo encontrados nas faces adaxial e abaxial e por toda a extensdo da folha (Fig. le-Q).
Estes tricomas sdo constituidos pelo pedicelo e escudo, sendo o escudo formado por um disco
central circundado pela asa (Fig 1g). As células da asa sdo alongadas e estdo dispostas
radialmente (Fig. 1g). O escudo esta posicionado paralelamente a superficie da folha (Fig. 1e,
f, 2a). Este tipo de tricoma é considerado uma sinapomorfia para a familia. Estas estruturas
desempenham varias fun¢des como absorc¢do de dgua e sais minerais, protecdo contra herbivoria
e agentes patogénicos, reflexdo da radiacdo solar, redugdo da transpiragdo e atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes (Benzing, 2000).

Em nosso estudo foi constatado que as células da asa de N. minutum sao vivas, possuem
nacleo e contetdo citoplasmatico, assim como reportado por Kowalski et al. (2016) e
Kleingesinds et al. (2018) para outras espécies de bromélias. Entretanto, trabalhos anteriores
relataram que as células da asa dos tricomas, quando atingem seu desenvolvimento completo,
sdo estruturas mortas, ndo tendo presente o contetdo celular (Tomlinson, 1969; Benzing,
1976).

O mesofilo da 1dmina foliar de N. minutum é heterogéneo, constituido por parénquima
aquifero adjacente a epiderme na face adaxial e parénquima clorofiliano na face abaxial (Fig.
1a, e; 2a, b). O numero de camadas de células varia ao longo da lamina foliar. O parénquima
clorofiliano e o aquifero apresentam de 3 a 4 camadas na regido central da lamina foliar e

diminuem gradativamente em dire¢do ao bordo até uma camada de clorofiliano e auséncia do
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aquifero (Fig. 2a). O parénquima aquifero é formado por células grandes e arredondadas, com
paredes delgadas, j& o parénquima clorofiliano apresenta células menores com formato
irregular. Ao longo do mesofilo sdo encontrados idioblastos contendo réfides e mucilagem (Fig.
2a-c). Idioblastos com rafides também sdo encontrados em varias espécies de outros géneros de
Bromeliaceae, tais como Bromelia (Monteiro et al., 2011), Tillandsia (Souza et al., 2020),
Aechmea (Silva et al., 2020b), Vriesea, Lutheria, Fosterella e Guzmania (Siqueira et al., 2023).
As réafides sdo compostas de cristais de oxalato de calcio e desempenham um papel na regulacao
do calcio nas células vegetais, tendo importancia ecologica tanto na reflexao da luz solar, quanto
na distribuicdo uniforme da luz nas plantas em ambientes sombreados, além de atuar na defesa
contra herbivoros (Franceschi e Nakata 2005, Paiva 2021). Segundo Finley (1999) e Prychid e
Rudall (1999), as rafides de oxalato de calcio tornam as plantas pouco palataveis aos herbivoros.
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Figura 2: Cortes transversais (a,b,d) e longitudinal (c) da ldamina foliar de Nidularium minutum
cultivada in vitro em meio de cultura MS por 90 dias. a - Detalhe do bordo. b - Lamina foliar.
c - Detalhe dos idioblastos contendo rafides e mucilagem; d - Feixe vascular. Ca: caule; Co:
coléter; EB: epiderme da face abaxial; ED: epiderme da face adaxial; Ec: escama; Et: estdmato;
F: floema; FV: feixe vascular; PA: parénquima aquifero; PC: parénquima clorofiliano; R:

rafides; X: xilema.

O parénquima aquifero é um tecido de armazenamento de agua que confere suculéncia
as plantas e pode atuar como um suprimento de agua para células fotossinteticamente ativas
(Ogburn e Edwards, 2010). Adicionalmente, os grandes vacuolos presentes nas células
armazenadoras de agua deste tecido podem acumular solutos osmoticamente ativos (osmdlitos)
gue auxiliam na manutencdo do turgor por meio de ajuste osmotico (Nikalje et al., 2018).
Carvalho (2022), estudando Acanthostachys strobilacea, observaram que quando esta bromélia
é submetida a seca, ha uma rapida mobilizacdo de &gua do parénquima aquifero para o
clorofiliano, evitando a desidratacdo dos tecidos. Sendo assim, a presenca do parénquima
aquifero pode evitar a perda excessiva de agua em plantas transferidas do ambiente in vitro
para o ex vitro. Trabalhos de micropropagacdo com outras plantas que possuem parénguima
aquifero relatam alta taxa de sobrevivéncia apés periodo de adaptacdo das plantas ao ambiente
externo. Malda et al. (1999), estudando Coryphantha minima (Cactaceae) cultivado in vitro,
observaram que, embora a perda de agua tenha sido relativamente significativa durante a
adaptacdo ex vitro, a sobrevivéncia ndo foi afetada, sugerindo que a suculéncia da planta
permitiu a sobrevivéncia ap6s aclimatizacdo. Ao micropropagarem Aloe vera (Asphodelaceae),
outra planta suculenta, Manokari et al. (2021) obtiveram 100% de sobrevivéncia apds a
aclimatizacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Jayaprakash et al. (2023) na
aclimatizacdo da suculenta Caralluma umbellata (Asclepiadaceae) também cultivada in vitro.

Os feixes vasculares de N. minutum sdo encontrados imersos no parénquima clorofiliano
e estdo dispostos de forma alinhada em uma Unica série ao longo da lamina foliar (Fig. 2b). Séo
do tipo colateral e estdo envoltos por uma bainha parenquimatica (Fig. 2d). Tais caracteres
também foram encontrados em diversas outras espécies de bromélias, tais como Araeococcus

(Pontes et al., 2019), Vriesea (Faria et al., 2021) e Pitcairnia mineira (Carvalho e Forzza, 2022).

3.2 Caule

O apice caulinar de N. minutum esta envolvido pelos primordios foliares e folhas jovens

0S quais se originam a partir do meristema apical (Fig. 3a, c; 4a, b). Nesta regido do caule sdo
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encontrados tricomas do tipo coléteres (Fig. 2c, 3). Estes tricomas estdo comprimidos nas
regides axilares das folhas devido aos entren0s serem muito proximos e sdo encontrados
principalmente nas por¢es mais jovens do caule, adjacentes a toda a extensdo da bainha foliar
(Fig. 3d). O pedicelo destes coléteres € multisseriado e em seu apice estdo conectadas células

alongadas formando estruturas digitiformes (Fig. 3b, e).

Figura 3: Cortes longitudinais (a, b) e transversal (c) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (d, e) do apice caulinar mostrando a localizacdo dos coléteres de Nidularium minutum
cultivada in vitro em meio MS por 90 dias. As setas em d indicam o local da retirada das folhas.
Co: coléter; MAC: meristema apical caulinar; P: pedicelo do coléter.
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Oliveira (2017) estudou trés especies de Tillandsia (T. recurvata, T. tricholepis e T.
usneoides) e observou que havia a presenca deste tipo de tricomas apenas em T. tricholepis.
Esta autora identificou a composicdo mista do exsudato com substéncias lipofilicas,
mucilaginosas e proteicas, classificando estes tricomas de glandulares do tipo coléteres. Este
tipo de tricoma também foi reportado em Aechmea blanchetiana por Ballego-Campos e Paiva
(2018) que, além de descreverem a morfologia, também identificaram as organelas envolvidas
na funcgdo secretora desta estrutura. S&o poucos os estudos que reportam a presenca de coléteres
em monocotiledénea. Em Orchidaceae, tricomas glandulares semelhantes foram observados
nas axilas foliares dos apices caulinares tendo como funcdo a secrecdo de substancias de
protecdo contra microrganismos e lubrificacdo dos 6rgaos jovens em desenvolvimento (Mayer
et al., 2011; Cardoso-Gustavson et al., 2014). No caso de bromélias com tanque, como N.
minutum, a funcdo destas estruturas ainda deve ser discutida com maior detalhamento por causa
da presenca de agua na regido onde se encontram os coléteres. Estudos mais detalhados com
testes histoquimicos e microscopia eletrénica de transmisséo sdo importantes para identificar a

natureza do exsudato e as organelas responsaveis por secretar tal substancia.

O caule de N. minutum possui entrenés muito curtos (Fig. 4a, b) e gema na axila das
folhas (Fig. 4c). Caule com entrenés longos raramente ocorre em bromeélias (Benzing 2000). O
fato dessas plantas apresentarem entrends curtos permite a sobreposicdo e cobertura completa
do caule pelas folhas e a consequente forma de roseta comum nas Bromeliaceae (Krauss, 1948).
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Figura 4: Nidularium minutum cultivada in vitro por 90 dias em meio MS. a - Corte longitudinal
mediano do caule da planta fresca. b - Corte longitudinal do caule mostrando as folhas e as
raizes intracorticais. ¢ - Corte transversal do caule mostrando cortex e cilindro vascular, inset:
idioblasto com réafides e mucilagem (*). d - Células do cortex caulinar com gréos de amido e
idioblasto com rafides. e, f - Cortes longitudinal e transversal da raiz intracortical,
respectivamente. C: cortex; Cf: coifa; CV: cilindro vascular; E: epiderme; En: endoderme; F:
floema; GA: grdos de amido; GAx: gema axilar; MAC: meristema apical caulinar; RI: raiz
intracortical; Pe: periciclo; Pc: procambio; Pd: protoderme; R: rafide; TF: traco foliar; X:

xilema.

O caule de N. minutum apresenta duas regides distintas, o cértex e o cilindro vascular
(Fig. 4a-c). As celulas parenquiméticas do cortex sdo maiores, quando comparadas as células
do cilindro vascular e podem conter graos de amido (Fig 4d). No cortex também ha presenca
de idioblastos com rafides e mucilagem (Fig. 4c - inset, d). Idioblastos contendo réafides sdo
comumente encontrados em muitas espécies de bromélias (Kowalski et al., 2021; Dias-Pereira
et al., 2022; Elias et al., 2022; Siqueira et al., 2023). Em N. minutum, o cilindro vascular é
delimitado pela endoderme (Fig 4c). Na parte interna a endoderme esta o periciclo que
apresenta dois ou trés estratos de células, indicando o processo de divisdo, que originara novos
feixes vasculares (Fig. 4c). Os feixes vasculares presentes no cilindro vascular séo do tipo
colateral (Fig. 4c). Na base do caule, o cilindro vascular é mais largo e ao longo do cilindro
vascular podem ser observadas lacunas deixadas pelos tracos foliares (Fig. 4b, ¢) os quais

migram para a regido periférica do cortex.

3.3 Raizes

Aos 90 dias de cultivo in vitro, a raiz primaria de N. minutum se encontra em estado de
deterioracdo. Deste modo, em nosso estudo analisamos apenas as raizes adventicias
intracorticais. Estas raizes se formam no interior do cértex ao longo de toda a extensdo do caule
a partir do periciclo (Fig. 4a-c). Em outras espécies de bromélias, diferentemente de N.
minutum, este tipo de raiz se origina proximo ao apice caulinar, como observado em algumas
espécies do género Tillandsia e em Dyckia tuberosa (Proenca e Sajo, 2008). Segundo estas
autoras, algumas das raizes intracorticais formadas em Bromeliaceae, ao crescerem e se
tornarem externas, alcancam as bainhas das folhas e podem absorver dgua e nutrientes que

ficam retidos nestes espacos.
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No apice das raizes intracorticais de N. minutum podem ser observados a coifa e 0s
tecidos meristematicos primarios, ou seja, a protoderme, o procambio e 0 meristema
fundamental (Fig. 4e).

A coifa da raiz de N. minutum apresenta células grandes em relacdo as células do
meristema apical da raiz. Sdo arredondadas perto do meristema e, a medida que se distanciam,
se tornam retangulares (Fig. 4e). As celulas meristeméticas apresentam organizagdo apical do
tipo aberto, ou seja, os trés tecidos meristematicos primarios e a coifa tém origem a partir de
um grupo de iniciais comuns (Fig. 4e), assim como ocorre em outras espécies de bromélia
(Kowalski et al., 2019, 2021).

Na protoderme da raiz de N. minutum as divisoes celulares sdo unicamente anticlinais,
e apos estas celulas se diferenciarem em epidérmicas, as divisdes continuam sendo unicamente
anticlinais (Fig. 4e). Ja as células do meristema fundamental dividem-se anticlinal e
periclinalmente para formacéo do cortex, constituido por células parenquimaticas (Fig. 4e). No
presente estudo ndo foi observada divisdo do cortex em externo e interno. Porém, Carvalho et
al. (2017), ao analisarem raizes de N. minutum n&o intracorticais, verificaram que o cortex era
diferenciado em cortex externo, constituido por células lignificadas. e cortex interno, composto
por células parenquimaticas com grandes espacos intercelulares.

As células mais internas do meristema fundamental da raiz ddo origem a endoderme
(Fig. 4e). A endoderme das raizes intracorticais de N. minutum é unisseriada e as paredes
celulares apresentam espessamento em U ou O (Fig. 4f). O cilindro vascular da raiz é triarco
com corddes de xilema e floema alternados (Fig. 4f). Ndo foi constatada presenca de medula.
No entanto, Carvalho et al. (2017) verificaram que, em raizes ndo intracorticais de N. minutum,

o cilindro vascular é poliarco, além de terem observado a presenca de medula lignificada.

4 CONCLUSAO

Os atributos anatémicos de N. minutum que tém como fungdo prevenir a desidratacao e
a perda excessiva de agua pela planta sdo as folhas com parénquima aquifero e tricomas
peltados, coléteres no apice do caule e raizes intracorticais. Essas caracteristicas podem facilitar

a sobrevivéncia da bromélia quando ela é transferida do cultivo in vitro para o cultivo ex vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os estudos com a bromélia Nidularium minutum, que deram origem a esta tese,
revelaram que esta planta possui uma variabilidade genética, pois as respostas a inducdo de
brotacdo variam muito de individuo para individuo. Interessantemente, alguns individuos desta
espécie apresentam brotagcdo in vitro sem a necessidade da adicdo de reguladores de
crescimento ao meio de cultura e os brotos destes individuos, apds separados da planta mée e

subcultivados, tém tendéncia a continuar a emitir brotos (Teixeira e Nievola, 2023).

Por meio de anélises anatémicas foi possivel verificar que os brotos de N. minutum
cultivada in vitro formam-se a partir da base do caule. No inicio da diferenciagdo das células
do cértex da regido basal do caule hd um intumescimento desta regido devido a formacédo de
gemas, que futuramente se transformardo em brotos com caules e folhas totalmente

diferenciadas.

Todo o processo da brotacdo estd envolvido com uma dindmica nas atividades das
enzimas antioxidantes que sdo capazes de controlarem as espécies reativa de oxigénio (ROS) e
também a peroxidacdo da membrana celular. Assim, fica claro que o equilibrio da oxirreducéo

entre ROS e enzimas do sistema antioxidante é fundamental para o desenvolvimento da planta.

Futuros estudos de histoquimica e do conteudo de ROS nos tecidos de Nidularium
minutum, métodos usados por Zeng et al. (2017), podem completar o entendimento de como as
ROS, controladas pelo sistema antioxidante, determinam o destino das células meristematicas,

definindo brotacdo in vitro desta bromélia.
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