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RESUMO

A espécie Dendrocalamus asper ¢ uma espécie de bambu com grande potencial econdomico
pelo seu porte avantajado, precocidade e adaptacdo em ambientes de clima tropical. A
propagacdo convencional desta espécie ¢ feita por métodos pouco eficientes e quando
submetida ao sistema de propagacao in vitro apresenta respostas mais eficientes na obtencao de
propagulos. O processo de micropropagacdo ¢ indispensavel, apresentando vantagens e
limitagdes, parte destas limitagdes estao associadas a forma de disposicao do material in vitro
na forma de colmos individualizados ou aglomerados. Além disso, a possibilidade de obter
elevado numero de propagulos, depende da adaptagdo dos materiais a condi¢ao de campo. O
processo de adaptagdo das plantas micropropagadas a condi¢ao ex vitro depende do processo
de pré-aclimatizagdo in vitro e aclimatizacdo em ambiente controlado, com objetivo de
proporcionar as plantas micropropagadas ambiente adequado para o desenvolvimento de 6rgaos
ativos e funcionais nas condi¢des de campo. Neste aspecto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia da propagacdo in vitro de colmos individualizados e aglomerados, com tratamentos
contendo diferentes numeros de colmos, tendo como pardmetros avaliados a taxa de
multiplicagdo, oxidagdo e albinismo do material vegetal, além de eficiéncia de uso do meio de
cultura e geragdo de plantas ao longo de 180 dias, descrevendo anatomicamente o surgimento
da nova brotacdo no sistema de propagacao in vitro e a concentragao de carboidratos totais no
material vegetal. Na fase de adaptagdo as condi¢cdes de campo, o objetivo foi avaliar o
comportamento de 200 plantulas micropropagadas submetidas por 40 dias ao processo de pré-
aclimatizacdo e por 50 dias ao processo de aclimatizagdo, quantificando alteragcdes
morfoldgicas no sistema aéreo e radicular. Dos resultados obtidos na etapa de propagacao in
vitro observou-se que o tratamento apresentando maior taxa de multiplicagdo foi o tratamento
T03 (Quatro aglomerados de trés colmos cada em 40 mL de meio de cultura) com 1,22 brotos
novos.colmo™!, sendo também o tratamento com maior eficiéncia de uso do meio de cultura e
maior geracdo de brotos no periodo avaliado. A menor taxa de oxidacdo foi observada no
tratamento T06 (Trés aglomerados de seis colmos) com 0,3 brotos oxidados.colmo™!, sendo
identificados dois processos de oxidagdo neste estudo, um deles pelo efeito do contato do
material vegetal com meio de cultura contendo 6-benzilaminopurina e outro pelo efeito da
senescéncia de colmos aglomerados. A menor taxa de albinismo foi observada no tratamento
TO1 (Cinco colmos individualizados) com seis colmos albinos a cada 1000, intrinseco aos
materiais desta espécie submetidos ao sistema de propagacdo in vitro. Nas avaliagdes
anatomicas observou-se que as brotagdes se originaram de células presentes na base dos colmos,
na regido meristematica do rizoma. O tratamento que apresentou melhor desempenho foi o
tratamento T03, com a maior taxa de multiplicagdo, baixa taxa de albinismo e taxa de oxidagao
aceitavel. Os resultados da pesquisa com aclimatizagdo mostram que as plantas
micropropagadas apresentam alteragdes no crescimento ainda no processo de pré-aclimatizacao
emitindo novas raizes e folhas, em um periodo de 40 dias, com quedas abruptas do processo
oxidativo. As mesmas plantas quando submetidas ao processo de aclimatizagao por periodo de
50 dias, apresentaram incrementos de comprimento no sistema radicular existente, até os 10
dias, com posterior incremento no numero de folhas, nimero de raizes e comprimento das
plantas no periodo de 10 a 25 dias. Dos 25 aos 50 dias, as plantas direcionam seu crescimento
para a expansao da area foliar, limitando a emissdo de novas folhas e raizes. A mortalidade foi
de 17 % das plantas ao final de todo o processo. Concluiu-se que para a propagacao in vitro do
Dendrocalamus asper a melhor disposi¢ao do material ¢ na forma de quatro aglomerados de
trés colmos por frasco, assim como, para o periodo de adaptacdo ex vitro, recomenda-se a
individualizagcdo dos colmos oriundos da multiplicagdao, com 40 dias de pré-aclimatizagdo e 50
dias de aclimatizagao.

Palavras-chave: Micropropaga¢ao, Aclimatizagao, Eficiéncia.



ABSTRACT

The species Dendrocalamus asper is a bamboo species with great economic potential due to its
large size, precocity and adaptation in tropical climate environments. The conventional
propagation of this species is done by inefficient methods and when submitted to the in vitro
propagation system, it presents more efficient responses in obtaining propagules. The
micropropagation process is indispensable, presenting advantages and limitations, part of these
limitations are associated with the way of introducing the material in vitro in the form of
individualized or clusters culms. In addition, the possibility of obtaining a high number of
propagules depends on the adaptation of the materials to the field condition. The adaptation
process of micropropagated plants to the ex vitro condition depends on the process of pre-
acclimatization in vitro and acclimatization in a controlled environment, in order to provide
micropropagated plants with an adequate environment for the development of active and
functional organs under field conditions. In this regard, the objective of this work was to
evaluate the influence of the in vitro propagation of individualized and clusters culms, with
treatments containing different numbers of culms, taking as parameters the multiplication rate,
oxidation and albinism of the plant material, in addition to the efficiency of use of the plant
culture medium and plant generation over 180 days, anatomically describing the emergence of
new sprouting in the in vitro propagation system and the concentration of total carbohydrates
in the plant material. In the adaptation phase to the field conditions, the objective was to
evaluate the behavior of 200 micropropagated seedlings submitted for 40 days to the pre-
acclimatization process and for 50 days to the acclimatization process, quantifying
morphological changes in the aerial and root system. From the results obtained in the in vitro
propagation stage, it was observed that the treatment with the highest multiplication rate was
the TO3 treatment (Four clusters of three culms each in 40 mL of culture medium), being also
the treatment with the greatest efficiency in the use of culture medium and higher generation of
shoots in the evaluated period. The lowest oxidation rate was observed in treatment TO6 (Three
clusters of six culms), two oxidation processes being identified in this study, one of them by
the effect of the contact of the plant material with culture medium containing 6-
benzylaminopurine and the other by the effect of senescence of culms in great clusters. The
lowest rate of albinism was observed in treatment TO1 (Five individualized culms), intrinsic to
the materials of this species submitted to the in vitro propagation system. In the anatomical
evaluations, it was observed that the shoots originate from cells present at the base of the culms,
in the meristematic region of the rhizome. The treatment that showed the best performance was
the TO3 treatment, with the highest multiplication rate, low albinism rate and acceptable
oxidation rate. The results of the research with acclimatization show that micropropagated
plants show changes in growth even in the pre-acclimatization process, emitting new roots and
leaves, in a period of 40 days. The same plants, when submitted to the acclimatization process
for a period of 50 days, showed increases in length in the existing root system, up to 10 days,
with a subsequent increase in the number of leaves, number of roots and length of plants in the
period from 10 to 25 days. From 25 to 50 days, the plants direct their growth towards the
expansion of the leaf area, limiting the emission of new leaves and roots. Mortality was 17% of
plants at the end of the entire process. It was concluded that for the in vitro propagation of
Dendrocalamus asper, the best disposition of the material is in the form of four clusters of three
culms per flask, as well as, for the ex vitro adaptation period, it is recommended to individualize
the culms from the multiplication, with 40 days of pre-acclimatization and 50 days of
acclimatization.

Keywords: Micropropagation, Acclimatization, Efficiency.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os bambus sdo parte de um agrupamento de plantas pertencentes a familia Poaceae,
subfamilia Bambusoideae, constituida de 240 géneros e 1641 espécies distribuidas em grande
parte na Asia e América do Sul, sendo o continente asiatico o centro de referéncia para 61%
das espécies descritas (SORENG et al., 2015). Destacam-se pelo rapido crescimento, com
habito perenifélio e grande versatilidade de usos, abrangendo desde aplicagdes na alimentagao
e fitoterapia, até usos na silvicultura, bioenergia, industria de papel, celulose e movelaria.
Tornaram-se, portanto, uma alternativa sustentavel para geragao de renda em paises tropicais €
subtropicais emergentes, frente a sua versatilidade de usos e expressiva diversidade genética

(NAUTIYAL et al., 2008; SEETHALAKSHMI et al., 2008).

Segundo o Internacional Network for Bamboo and Rattan — INBAR (2018) das espécies
de maior relevancia mundial de bambus, destacam-se aquelas dos géneros Dendrocalamus
Ness., pela sua multifuncionalidade e ampla adaptagao em diferentes regides do mundo, sendo
espécies com elevado potencial no combate a miséria, no estimulo a conservagdo ambiental e
na geracdo de desenvolvimento tecnoldgico. Essas espécies apresentam grande potencial de
uso, sendo conhecidas principalmente pelo seu porte avantajado, crescimento acelerado e boa
estrutura, que lhes conferem grande potencial para fins de construcao civil e na industria da

madeira, com pesquisas em diversos setores (MARINHO, 2012).

O género apresenta seu centro de origem no sul de Mianmar, onde no Brasil, as espécies
Dendrocalamus asper Backer. e Dendrocalamus giganteus Munro. foram as primeiras
introduzidas se adaptando bem as condi¢des ambientais das regides sul e sudeste, passando a
ser denominadas popularmente como bambus-gigantes (JUDZIEWICZ et al., 1999;
MONTIEL; SANCHEZ, 2006). A espécie D. asper ¢ uma das espécies de bambu mais
cultivadas no mundo, com grande potencial no Brasil pela semelhanga climatica do pais com
seu centro de diversidade (MANHAES, 2008; MARINHO, 2012). Seus colmos sio utilizados
na construcao civil, bem como apresentam qualidade de fibra superior para a produgdo de papel,
celulose e fibra té€xtil em comparacdo as espécies comumente utilizadas (MALANIT et al.,

2011).

No Brasil, a maior parte das espécies de bambu incluindo as do género Dendrocalamus
spp. sdao pouco difundidas e suas cadeias produtivas ainda se apresentam deficitarias, assim
como, pesquisas cientificas, bioprospeccdo e desenvolvimento tecnologico sdo limitados

(BERALDO; AZZINI, 2004; DANTAS et al., 2005). Dentre as limitagdes para o incremento
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da cadeia produtiva brasileira, a de maior relevancia ¢ a baixa oferta de material propagativo
com qualidade genética, fisiologica e sanitdria conhecidas, devido a floracdo rara da espécie
com plantas desuniformes e métodos de propagagdo vegetativa pouco eficientes na geragdo de
propagulos (DRUMOND; WIEDMAN, 2017). Atualmente, a maior parte dos propagulos
utilizados para os cultivos de bambuzeiro apresentam origem a partir de métodos de propagagao
convencionais como desdobramento de touceiras, enraizamento de estacas e pedagos de colmo,
culminando em um estabelecimento desuniforme, com problemas fitossanitarios frequentes e
falhas no stand de plantas, dificultando estimar com precisao as perspectivas de produtividade

(NADHA et al., 2012).

Neste contexto, a biotecnologia se enquadra como uma das alternativas para a producao
de mudas através de sistemas de micropropagacao, em que pequenos fragmentos de tecido vivo
(explantes) sao retirados de plantas-matrizes, sendo descontaminados e cultivados in vitro. Este
método permite que as plantas geradas sejam geneticamente idénticas ao ancestral comum, com
fisiologia e sanidade padronizadas (NADHA et al., 2012). Entretanto, esta técnica ainda
apresenta algumas limitagdes com processo de contaminagao na introdugdo in vitro e oxidagao
do material vegetal, consequentemente, requerendo estudos cientificos mais aprofundados para

superar gargalos direcionados a sua implementacdo (SANDHU et al., 2018).

Um dos principais aspectos a serem abordados ¢ a influéncia do hébito de crescimento
entouceirante do Dendrocalamus asper no sistema de propagacdo in vitro. Trata-se de uma
espécie que produz caules do tipo colmo de forma aglomerada em condigdes naturais, caules
estes que compartilham a mesma origem meristematica no rizoma (QUIESHING et al., 2001;
LONDONO, 2002). De acordo com Ornellas et al. (2017), a propagacdo em clusters
(aglomerados de colmos) possivelmente estd relacionada com uma maior estabilidade e
uniformidade na propagacdo in vitro da espécie, com efeitos benéficos sobre todos os

parametros morfofisioldgicos do material vegetal.

As mudas micropropagadas de Dendrocalamus asper apresentam ainda, lacunas de
conhecimento relacionadas ao processo final de pré-aclimatizagdo in vitro e posteriormente,
aclimatizacdo, sendo esta a etapa final de adaptacdo das plantas a condi¢cao de campo. A
aclimatizacdo tem como foco preparar as plantas fisiologicamente a transicdo de uma condi¢ao
heterotrofica artificial para a condicdo autotrofica natural, observando aspectos de
desenvolvimento de 6rgdos vitais, como folhas, caules e raizes, essenciais para a sobrevivéncia

das plantas em condi¢des ex vitro (VALE et al., 2019).

15



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Descrever o padrao de comportamento da espécie Dendrocalamus asper durante o

processo de propagagao in vitro por clusters e no processo de aclimatizagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar quantitativamente os padrdes de multiplicagdo, oxida¢do e albinismo do

material vegetal propagado in vitro;

- Descrever qualitativamente o padrdo anatdmico de surgimento de novos brotos desde

a sua origem meristematica em condi¢des in vitro,
- Quantificar a distribui¢dao dos acticares soliiveis totais nos colmos aglomerados;

- Avaliar os padroes morfologicos de adaptacdo das plantas propagadas in vitro no

processo de pré-aclimatizacao in vitro e aclimatizagao.

16



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA - DENDROCALAMUS ASPER (SCHULT F.) BACKER
EX. HEYNE

3.1 Origem e Distribui¢ao

A familia Poaceae apresenta um notavel nimero de espécies, com distribui¢do em varias
regides do mundo, compreendendo plantas fisiologicamente adaptadas a um largo espectro de
habitats. Dentre as espécies desta familia, destacam-se aquelas pertencentes a subfamilia
Bambusoideae, podendo ser categorizadas quanto ao seu habito de crescimento como bambus
herbaceos, bambus lignificados temperados e bambus lignificados tropicais (BENNETZEN et
al., 2007; SUNGKAEW et al., 2009; SORENG et al., 2015).

A subfamilia Bambusoideae ocorre nas mais variadas latitudes, sendo cosmopolita,
limitando sua ocorréncia a Europa e a Antartida, com espécies presentes desde o nivel do mar
até elevadas altitudes. O centro de diversidade deste agrupamento de espécies concentra-se na
Asia e a América do Sul, sendo o Brasil um dos paises com destaque em diversidade de géneros
e espécies nativas, com a maioria destes individuos de carater endémico dos territorios em que

ocorrem (BYSTRIAKOVA et al., 2004).

Historicamente, os bambus sao utilizados pelos seres humanos ha cerca de trés milénios,
com registros antigos de uso por populacdes tradicionais, em especial, no continente asiatico e
americano, locais estes, que atualmente apresentam os maiores centros de diversidade das
espécies da subfamilia Bambusoideae e as espécies com maior destaque de uso (FILGUEIRAS;

GONCALVES, 2006).

3.2 Uso e habito de crescimento

Mundialmente, 240 géneros foram descritos da subfamilia Bambusoideae, dentre eles,
um dos que apresenta grande relevancia cientifica e socioecondmica € o género Dendrocalamus
Ness., diante de sua expressiva aplicabilidade nos setores de construgao civil, indistria de papel
e celulose, com estudos cientificos direcionados a producdo de polimeros, biocombustiveis e
materiais particulados/compensados (TOMBOLATO et al., 2012; SANDHU et al., 2018).
Algumas das espécies congéneres mais estudadas sao o Dendrocalamus asper (Schult & Schult
f.) Backer. ex k. Heyne, Dendrocalamus strictus (Roxb.) Nees., Dendrocalamus latiflorus
Munro., Dendrocalamus giganteus Munro., Dendrocalamus longispathus (Kurz.) Kurz. e

Dendrocalamus hookeri Munro. (SANDHU et al, 2018).
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De acordo com Lin (1968) e Azzini et al. (1989), este género apresenta grande porte,
sendo categorizado como lignificado de clima tropical por possuir caracteristicas especificas,
podendo atingir 30 metros de altura e colmos ocos com até 0,3 m de didmetro. As paredes do
colmo podem apresentar espessura de até trés centimetros e sua taxa de crescimento pode
chegar a 1,0 m.dia™!, com maxima altura de colmos aos 180 dias, portanto, sendo destaque na
elevada produ¢do de biomassa e precocidade durante os estddios de desenvolvimento

vegetativo.

O género Dendrocalamus spp. apresenta mais de 100 usos registrados e iniimeras
patentes voltadas aos seguintes usos: alimenticio (brotos comestiveis, bebidas fermentadas),
medicinal, ornamental e principalmente, aquele voltado a construcao civil. O género ¢ utilizado
em construgdes projetadas integralmente em bambu substituindo madeiras de lei, na produgdo
de derivados de bambu, como compensados, laminados e painéis particulados, além de

polimeros e biocombustiveis (PANDE; PANDEY, 2008; LIESE; WELLING; TAN, 2015).

A espécie Dendrocalamus asper ¢ uma espécie origindria do sudeste asidtico, mais
especificadamente Mianmar, naturalmente, as maiores populacdes naturais da espécie estao
situadas no continente asiatico em especial nas zonas tropicais da Tailandia e China, com vastas
areas territoriais. A espécie suporta elevadas altitudes de at¢ 1500 m, com oOtimo
desenvolvimento em regides de 400 a 500 m de altitude, exigindo anualmente, cerca de 2400

mm de pluviosidade anuais (SCHRODER, 2010).

O D. asper ¢ considerado por Londofio (2001) uma das espécies exoticas de maior
importancia no Brasil. Esta espécie ¢ popularmente conhecida como bambu-balde ou bambu-
gigante, tendo sido introduzida possivelmente pelos colonizadores portugueses. Apresenta as
caracteristicas de grande porte do gé€nero, sendo uma planta perene, lignificada e de clima
tropical, com elevada producao de biomassa em curto espago de tempo (TOMBOLATO et al.,
2012). A espécie apresenta larga adaptacdo ao territdrio brasileiro pela semelhanga com seu
centro de origem, com limitagdes para as regides com ocorréncia de geada e elevadas altitudes
no sul e sudeste, assim como, aquelas apresentando pluviosidades baixas presentes em alguns

locais das regides sul, centro-oeste e nordeste (JUDZIEWICZ et al., 1999; BPG, 2012).

3.3 Morfologia e Anatomia

A subfamilia Bambusoideae ¢ caraterizada por apresentar espécies de metabolismo

fotossintético C3 e auséncia de anatomia Kranz, com crescimento monopodial ou simpodial,
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apresentando caules aéreos do tipo colmo sé6lido ou oco (JUDZIEWICZ et al., 1999; BPG,
2012).

Os bambus podem apresentar aspectos morfoanatomicos diversos, as folhas podem
assumir morfologias diferentes, podendo haver a formacao de folhas caulinares, catafilos do
rizoma ou folhas de ramificacoes. As folhas do colmo sdo conhecidas como bainhas do colmo
por se apresentarem envoltas nos entrends e nas gemas em crescimento, formando uma estrutura
semelhante a uma capa com fun¢do de protecdo (LIESE, 1998; JUDZIEWICZ, 1999). Os
catafilos do rizoma sdo folhas reduzidas que exercem fung¢do de prote¢do das gemas laterais
presentes nos nos dos rizomas, enquanto que as folhas de ramificagdes sdo as principais
responsaveis pelos processos fotossintéticos e respiratorios da planta (TOMAZELLO-FILHO;
AZZINI, 1987; JUDZIEWICZ, 1999; LIESE, 2003).

Os estomatos sdo formados por um par de células-guarda que se apresentam no formato
halteriforme, ocorrendo principalmente na face abaxial das folhas em fileiras paralelas,
intercalados com as células da epiderme, de forma, que a diferenciacdo destas estruturas se da
do 4pice para a base das folhas (METCALFE, 1960; ESAU, 1976). Embora, os bambus
compartilhem uma anatomia foliar e micromorfologia epidérmica bastante semelhante, que os
distinguem de outras gramineas, as variacdoes anatdomicas e micromorfoldgicas podem ser
informativas a categorizagao taxondmica (MACCLURE,1966; DAS et al., 2008; DESALI;
RAOLE, 2013).

Os caules dos bambus sdo classificados morfologicamente por colmos, por
apresentarem nés e entrenods, sendo que compdem a parte aérea das plantas e fornecem
sustentacdo para os ramos, folhas e estruturas reprodutivas. Os colmos se originam nas gemas
laterais presentes em nds dos rizomas, sendo regides meristematicas que se desenvolvem

formando brotos (QUIESHING et al., 2001; LONDONO, 2002).

Os caracteres morfoldgicos e anatdomicos dos colmos tém sido utilizados na
identificagdo dos bambus, em especial, através da diferenciagdo nas estruturas dos feixes
vasculares presentes nos colmos, onde as analises realizadas para fins de identificagdo
permeiam formato, tamanho, arranjo, quantidade de feixes vasculares e distribuicao dos demais
tecidos, assim como, propriedades fisicas da fibra do colmo para determinagao da aplicagao

(LONDONO, 2002; LIESE, 2004; GRECO et al., 2011).

Os rizomas juntamente com as raizes constituem o sistema de 6rgdos subterraneos do

bamb, sendo o rizoma um 6rgao segmentado em nos e entrends, com maior desenvolvimento
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em bambus com colmos lignificados, enquanto as espécies de habito herbaceo apresentam
menor desenvolvimento do mesmo. O rizoma ¢ responsavel pela emissdo de novos colmos e
raizes, armazenamento e transporte de nutrientes, além de sustentacdo da parte aérea

(JUDZIEWCZ et al., 1999; LONDONO; KOBAYASHI, 2001).

As raizes dos bambus diferem estruturalmente dos colmos e rizomas, visto que nao estao
segmentadas em nds e entrenods, onde a maior parte do sistema radicular ¢ formado por raizes
adventicias, que se desenvolvem a partir dos nds encontrados nos rizomas e nas bases dos
colmos (LIESE, 1998; JUDZIEWICZ et al. 1999). O sistema subterraneo dos bambus destaca-
se pela elevada adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientais e de solo, sendo mais eficiente
em relacdo as demais espécies da familia Poaceae (RAO, 1985). Neste sentido, a
morfofisiologia e os caracteres evolutivos da subfamilia Bambusoideae apresentam um
comportamento especifico frente as diferentes condigdes em que sdo submetidas, em especial

nos processos utilizando técnicas distintas de propagacdo (SANDHU et al., 2018).

3.4 Reproducio Sexuada

Ao longo dos ultimos anos o consumo de derivados de bambu aumentou
significativamente em varios paises do mundo, contudo, hd limitagdes na cadeia produtiva,
oriundas principalmente de déficit de material propagativo e sementes, sendo o género
composto por espécies com eventos raros de floracdo e com baixa padronizacdo de touceiras

para propagacao vegetativa (RAMANAYAKE, 2006; SANDHU et al., 2018).

A espécie Dendrocalamus asper apresenta frequéncia de floragdes que varia de 25 a 60
anos de forma ciclica. Desta maneira, o material propagativo originario da reproducao sexuada
¢ bastante escasso, com elevado grau de variabilidade genética. A floragdo ocorre de forma
gregaria envolvendo varias touceiras, formando frutos do tipo cariopse e apds a dispersao,

ocorre morte das plantas envolvidas no evento (VELLER et al., 2015; ZHAO et al., 2014).

Neste aspecto, a propagagdo sexuada em escala comercial ¢ bastante complexa, com
limitagdes para a produ¢do de mudas em larga escala e na realizagdo de cultivos em outras
regides compativeis com as exigéncias da espécie (SALGADO; GREGO, 2002). Dos principais
problemas da produgdo de mudas por sementes destacam-se a baixa uniformidade genética das
plantas e baixa durabilidade das sementes na etapa pos-colheita, assim como plantas de

crescimento inicial bastante lento e pouco vigoroso, tornando esta etapa um gargalo para o
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estabelecimento da cadeia produtiva do Dendrocalamus asper fora do continente asidtico

(KIGOMO, 2007; CORTES, 2013).

3.5 Propagacao Assexuada

A propagacao assexuada ¢ a forma mais utilizada na producdo de mudas da espécie
Dendrocalamus asper, os métodos mais conhecidos sdo a segmentagcdo de rizomas ou raizes,
uso de brotacdes novas ou segmentos de caule em crescimento, formando novas plantas a partir
dos tecidos meristematicos destes 6rgaos vegetativos e de armazenamento (MATOS JR., 2004).
A divisdo de touceiras ¢ outro método muito utilizado em espécies com habito de crescimento
entouceirante, sendo os colmos cortados acima do segundo n6 e divididos em hastes como
materiais propagativos. Entretanto, a maior taxa de enraizamento observada dentre os métodos
de propagacao assexuada convencional, estd no método de placas de colmo, contendo gemas
primarias ndo brotadas, obtidas na base dos colmos (AZZINI; SALGADO, 1993; CORTES,
2013).

Outra forma muito utilizada no género Dendrocalamus spp. sdo as ramificagdes
primarias presentes no terco superior das plantas, sendo estes materiais propagativos obtidos
apods a colheita dos colmos maduros da espécie (SOUZA, 2010). A maior parte dos métodos
convencionais de propagacao assexuada da espécie, mesmo sendo mais efetivos que o método
de propagacdo sexuada através de sementes, geram mudas desuniformes, com padrdes de
sanidade desconhecidos e muitas vezes, com elevada demanda de espago, mao-de-obra e
recursos financeiros, demandado métodos de cunho biotecnolégico (DRUMOND;

WIEDMAN, 2017).

3.6 Processo de micropropagacio

O processo de micropropagagao, consiste em cultivar meristemas e induzir a formagao
de material propagativo geneticamente idéntico aos parentais, onde fragmentos vegetais
(explantes) sdo isolados da planta-matriz e cultivados em condigdes favordveis para o seu
desenvolvimento. A partir disso, o material vegetal passa a apresentar um metabolismo
mixotrofico, dependendo de nutrientes e dgua do meio de cultura para a sua manutengao e
desenvolvimento, possibilitando a regenera¢do de tecidos através da organogenese ou

embriogénese somatica (RAMANAYAKE, 2006).

A primeira tentativa de propagacdo in vitro de bambu foi realizada por Alexander &

Rao (1968), através de proliferagdo de brotos axilares. Esta forma de propagacdo envolve

21



estimulos de gemas presentes na axila de cada folha, provando ser o método mais aplicavel,
confidvel e eficiente para a producdo em larga escala, com fidelidade clonal de plantas de
gendtipos superiores, através do uso de explantes (GIELIS et al., 2011; IMENEZ, GUEVARA,
2007; GEORGE; DEBERGH, 2008).

A micropropagacao aumentou a expectativa de sucesso da cadeia produtiva do bambu,
através do desenvolvimento de protocolos de regeneracao in vitro com proliferacao de brotos
axilares formando novos orgaos especificos via organogenese e/ou embriogénese somatica,
buscando produgdo de plantas para o plantio operacional, assim como, fornecimento de material
para programas de melhoramento e conservagdo do germoplasma (MUDOI etal., 2013;
GOYAL; SEM, 2016). Segundo Gielis (1995), a estimativa € que a partir de um tnico explante
em algumas espécies de bambu poderiam ser geradas até 10 mil novas plantas em um periodo

de doze meses, utilizando a técnica de micropropagacao.

Limitagdes quanto ao uso das técnicas de propagacdo in vitro para bambuzeiro ainda
sdo muito expressivas, prevalecendo contaminacdes sist€émicas e superficiais, assim como,
oxidagdes, flutuacdes nas taxas de multiplicagdo e baixa resposta ao enraizamento nas
condi¢des in vitro (GIELIS et al., 2001). Uma das maiores limitagdes no processo de
multiplicagdo ¢ a producdo de polifenol oxidases apos o corte do tecido vegetal, resultando no
escurecimento do meio de cultura e oxidacao dos explantes, sendo que os produtos da oxidagao
apresentam fitotoxidez ao material vegetal, com ocorréncia de necrose e morte celular

sequencial (COMPTON; PREECE, 1986; HUANG et al., 2002; OPRINS et al., 2004).

Das exigéncias nutricionais do bambu em sistemas de propagacgdo in vitro a formulacao
salina mais utilizada ¢ a MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), tendo sido testada com sucesso
para os géneros Dendrocalamus Ness. ¢ Bambusa Schreb. (SHIRGURKAR et al., 1996;
CHANG; HO, 1997; SINGH et al., 2001; ARYA et al., 2008; OGITA et al., 2008). Além da
formulagdo salina, sdo utilizados carboidratos para a manutencdo do material vegetal e
desenvolvimento das estruturas in vitro, como a sacarose. Além disso, agentes gelificantes
como agar-agar sao utilizados na composicdo do meio de cultura. Adicionalmente, os
fitorreguladores sdo os principais promotores da divisdo e alongamento celular de forma rapida
e eficiente, sendo utilizados em concentragdes especificas para cada espécie, durante o
processo, com énfase no balanco hormonal de citocininas e auxinas (JIMENEZ, 2005;

WAIKHOM; SHARMA, 2009).
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3.7 Fitorreguladores e tecidos meristematicos

Os fitorreguladores sdo compostos naturais ou sintéticos que em pequenas doses atuam
como mensageiros quimicos desencadeando ou inibindo mudangas fisiolégicas no metabolismo
vegetal, como crescimento e desenvolvimento. Esses compostos ligam-se a receptores
especificos na célula vegetal, na membrana, no citoplasma ou no ntcleo, alterando o receptor e
culminando em uma cascata de sinalizacdo intracelular, conectando o estimulo a uma resposta
celular especifica por vias bioquimicas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Alguns do fitorreguladores de
grande relevancia no processo de micropropagagdo sao os compostos pertencentes ao grupo das

Auxinas e Citocininas (SANDHU et al., 2018).

As auxinas e citocininas sdo fitohormonios relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas. As auxinas sdo produzidas endogenamente nas regides
meristematicas do caule e folhas jovens em tecidos com répida divisao celular e crescimento.
Promovem basicamente o alongamento celular, mediando o fototropismo e a dominéincia
apical, além de mediar a diferenciagdo vascular e emissdo foliar. Por sua vez, citocininas sdo
compostos que induzem a divisao celular, sendo endogenamente produzidas no meristema
apical das raizes em maior quantidade, com transporte via xilema de forma acrépeta, regulando
processos metabolicos voltados a regulacdo da divisdo celular na parte aérea e em raizes,
modificando a dominancia apical e promovendo o crescimento de gemas laterais (TAIZ;

ZEIGER, 2013).

Neste contexto, os tecidos meristematicos desempenham um papel crucial no
desenvolvimento vegetativo, sendo definidos como regides que se apresentam como fonte de
células indiferenciadas com potencial de recrutamento para a geragao de novos 6rgaos e tecidos,
portanto, os meristemas podem ser definidos como grupos de células que retém a capacidade
de proliferacdo celular e regulam o desenvolvimento das plantas. Os meristemas sdo descritos
de acordo com sua competéncia e posi¢ao no tecido vegetal, sendo eles os meristemas axilares
e apicais, de caule e raiz, que mantém um aspecto de pluripoténcia celular e sdo capazes de se

autoperpetuar por estimulos celulares (fitohorménios) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além dos meristemas apical e axilar, estudos mostram a presenga de outro tipo de
meristema em monocotiledoneas, encontrado na base dos entrends e que ¢ derivado do
meristema apical, sendo denominado como meristema intercalar. Este tecido ¢ composto por
agrupamento de células que mantém sua atividade mesmo distante do apice e apresenta como

principal competéncia exercer o alongamento dos entrenos (EVERT, 2013). O meristema
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intercalar ¢ definido como um tecido meristematico isolado, delimitado acima e abaixo por
tecidos ja diferenciados, sendo que regides bem definidas de meristema intercalar s6 ocorrem
nos estagios finais de desenvolvimento do entrend (FISHER; FRENCH, 1976). Além disso,
estudos de propagagdo com regides de meristema intercalar foram realizados, com obtencao de
resultados promissores, indicando ser uma regido do colmo com potencial para a aplicacao de

técnicas de micropropagacao (DAQUINTA et al., 2007).

3.8 Propagacio in vitro da espécie Dendrocalamus asper

Nos ultimos anos alguns trabalhos com morfofisiologia e propagacdo in vitro foram
realizados com as espécies do género Dendrocalamus spp., em destaque o Dendrocalamus
hamiltonii, Dendrocalamus latiflorus, Dendrocalamus asper e Dendrocalamus giganteus,
usando explantes originarios de meristemas florais da espécie, tais como sementes e nddulos,
considerando o uso de fitorreguladores na otimizacdo do processo de multiplicacdo in vitro
(CHAMBERS et al., 1991; ARYA et al., 1999; RAMANAYAKE; YAKANDAWALA, 1997,
SANDHU et al., 2018).

A espécie Dendrocalamus asper apresenta boa resposta a propagacao in vitro, com
elevado vigor e taxa de multiplicagdo, em especial, utilizando como explantes segmentos nodais
com 2,0 a 3,0 cm em meio gelificado com 4gar-agar, contendo formulagdo salina Murashige &
Skoog (1962) e 3% de sacarose como fonte de carbono. Além disso, alguns trabalhos abordam
a necessidade 3,0 a 5,0 uM de 6-benzilaminopurina (BAP), sendo um regulador vegetal da
familia das citocininas mais eficiente que a cinetina na indug¢do das brotagdes laterais no

processo de multiplicagdo in vitro do material vegetal (KUMAR; BANERIJEE, 2014).

Pesquisas atuais, monstram que os melhores resultados na introdugao e multiplicacao in
vitro da espécie, sdo obtidos utilizando como propagulos sementes, pela facilidade de controlar
a sanidade do material e pela indug@o natural do processo de germinagao, formando plantulas

vigorosas e responsivas aos fitorreguladores (SANDHU et al., 2018).

De acordo com Ornellas et al. (2017), os melhores efeitos do BAP na propagac¢do in
vitro do Dendrocalamus asper ocorreram em concentracdes de 15 a 20 uM, com aumentos
significativos da taxa de multiplicagdo. Além disso, Ornellas et al. (2017), demonstrou um
incremento na taxa de multiplicacdo do material vegetal quando propagado em “clusters”
(aglomerados), simulando in vitro, a condi¢cdo de habito de crescimento ex vitro da espécie em

touceiras de colmos.
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Neste aspecto, a aplicag@o das técnicas de micropropagag¢do em monocotiledoneas, em
especial da familia botanica Poaceae, pode culminar em alteragdes morfoanatdomicas e
fisioldgicas no material vegetal, resultantes da interagdo com as condi¢des de desenvolvimento
in vitro, alteragdes estas que podem ser observadas na espécie Dendrocalamus asper em
mudangas do padrao morfologico dos orgdos, processos oxidativos, assim como, variagoes

somaclonais e epigenéticas do material vegetal (SANDHU et al., 2018).

Segundo Kumar & Banerjee (2014), a espécie Dendrocalamus asper quando submetida
a propagacao in vitro apresentou materiais com auséncia de clorofila (albinos), com capacidade
de multiplicacdo normalizada. Desta forma, o processo de multiplica¢dao in vitro da espécie
apresenta variacdes anatdmicas estruturais nos cloroplastos, possivelmente, resultado do efeito
da exposi¢do do material vegetal as moléculas utilizadas no meio de cultura ou ao ambiente em

que as plantas sdo submetidas em condigdes in vitro.

E importante salientar que o metabolismo das plantas é regulado normalmente por
mensageiros quimicos, sendo que o metabolismo primario esta diretamente relacionado a
manutengdo e ao desenvolvimento vegetal. No metabolismo primario, sdo produzidos
metabolitos como lipideos, proteinas e carboidratos, que estdo envolvidos na respiragao,
assimilagdo de nutrientes, crescimento e desenvolvimento, sendo por isso considerados
essenciais na quantifica¢do da atividade morfogénica do material, em especial, os carboidratos,
que estdo envolvidos em variagdes estruturais e de resposta rapida (KLIEBSTEIN, 2004; TAIZ,
ZEIGER, 2009).

3.9 Clusters (Aglomerados de colmos)

A espécie Dendrocalamus asper apresenta naturalmente o habito de crescimento
entouceirante, com emissdo de brotos, formando colmos, a partir do rizoma. Estes colmos
apresentam-se interconectados, sendo que as novas brotagdes originadas do rizoma respondem
ao comportamento dos colmos maduros, ou seja, a geracdo de novos brotos depende
fisiologicamente das condigdes dos colmos pré-existentes na touceira. A interconexao entre
colmos torna as respostas da espécie mais rapidas quando sob efeito de estresse ambiental,
translocando seiva dos colmos para as areas de maior exigéncia, pondendo estas areas serem
regioes de novas brotagdes, Orgdos reprodutivos ou mesmo ferimentos teciduais, com
redistribuicdo dos assimilados em caso de recursos limitados (GRECO et al.,, 2011;

DRUMOND; WIEDMAN, 2017).
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A quebra de dominancia apical de colmos maduros resulta no aumento de brotagdes
laterais na touceira, transparecendo a equilibrada relacdo de fitohormonios responsaveis,
respectivamente, pela dominancia apical e crescimento da parte aérea das plantas (auxinas) e
pelas brotagdes laterais e formagdo de novas plantas a partir de regides meristematicas pré-
existentes (citocininas) (SANDHU et al., 2018). Neste sentido, a relagdao entre a dominancia
apical e brotacdes lateriais ¢ comum em muitas espécies, com destaque em plantas de

propagacao vegetativa (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Desta forma, esta redistribuicao de assimilados entre colmos nao ¢ observada somente
em plantas de bambu, mas também em outras poaceas de metabolismo C3, como arroz e trigo.
Estudos com Oryza sativa demonstram que a espécie apresenta perfilhamento, com sistemas de
colmos interconectados, através da emissao de perfilhos diretamente ligados em sua base de
origem meristematica, com redistribui¢do conhecida da seiva entre os colmos em casos de
manejo produtivo, mudacas no habito de crescimento ou como respostas a estresses ambientais

(SANTOS et al., 2017).

A redistribui¢do da seiva ¢ observada na alteragdo do desenvolvimento dos colmos
quando seu numero ¢ reduzido ou aumentado na mesma touceira. Quando os perfilhos
diminuem, os colmos remanescentes apresentam elevado desenvolvimento e aumento de
produtividade de graos, concentrando a seiva elaborada nestes. Nas mesmas condicdes, o
nimero elevado de colmos interconectados acarretam na diminuicdo desta produtividade

média, assim como seu desenvolvimento (SANTOS et al., 2017).

A espécie Triticum aestivum apresenta habito de perfilhamento similar ao arroz, com
vasos condutores translocando seiva elaborada entre colmos em caso de alteragdes de manejo,
pastejo ou quebra de dominancia por herbicidas quimicos, levando a maior brotagao lateral
(FIOREZE et al., 2019). Culturas como cevada, cana-de-agucar, sorgo e outras forrageiras
diversas da familia Poaceae apresentam habito de perfilhamento ou entouceirante, com
redistribui¢do de acticares e nutrientes entre colmos (TAVARES et al., 2018; ARAUJO et al.,
2017; MAIA et al., 2017).

Das plantas rizomatosas com habito de crescimento em touceiras a banana (Musa spp.)
apresenta grande destaque com grande similaridade de desenvolvimento e habito de
crescimento com os bambus, emitindo diversos afilhos a partir de gemas presentes no mesmo

rizoma. Quando um dos afilhos finaliza seu desenvolvimento, parte dos assimilados
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remanescentes ¢ redistribuido para os afilhos mais jovens, como um sistema de

reaproveitamento dos assimilados (SALOMAO et al., 2016).

A implementacdo de um sistema de propagacao in vitro mantendo o padrao natural do
habito de crescimento entouceirante de colmos ou perfilhos, possivelmente apresenta maior
eficiéncia na redistribuicdo de assimilados, mantendo maior estabilidade entre os colmos
aglomerados. Habito esse presente em especial nas espécies do género Dendrocalamus spp,
com efeito positivo sobre os aspectos quantitativos e qualitativos do desenvolvimento in vitro

das plantas (ORNELLAS et al., 2017).

3.10 Fase de Aclimatizacao do Dendrocalamus asper

A aclimatizacdo ¢ a fase consecutiva ao processo de propagacgdo in vitro € anterior a
introdu¢do das plantas na condicdo ex vitro. O objetivo da aclimatizacdo ¢ adaptar as plantas
gradualmente a condi¢do de campo, possibilitando que as plantas facam fotossintese e
absorvam nutrientes do solo para o seu crescimento € manutengdo do seu desenvolvimento, de

forma normalizada (WIJAYANI et al., 2018).

Em condigdes in vitro, as plantas apresentam o processo fotossintético parcialmente
ativo, pois absorvem o carbono necessario ao seu desenvolvimento da sacarose presente no
meio de cultura, reduzindo o gasto de energia com a fotossintese pela pronta disponibilidade de
carbono no substrato. Portanto, o sistema fotossintético destas plantas nao ¢ funcional ou ¢
pouco desenvolvido, sendo que a absor¢do de nutrientes e carbono ocorre com o contato da
planta diretamente com o meio de cultura, com baixa incidéncia de raizes funcionais (VALE et

al., 2019).

As etapas da propagacao in vitro consistem basicamente na introducao dos explantes,
multiplicagdo e alongamento (pré-aclimatiza¢do), com o meio de cultura adequado para cada
etapa. Desta forma, a pré-aclimatizacdo ¢ uma etapa primordial para a etapa posterior de
aclimatizagdo, onde o material passa de um meio de cultura com citocininas, passando para um
meio com auséncia deste regulador de crescimento. Resultado disto ¢ a promog¢do do
crescimento vertical dos colmos (meristema apical caulinar), desenvolvimento de folhas e
primordios radiculares (meristema apical radicular) ainda no sistema in vitro, preparando as

plantas para a aclimatizagdo, com 6rgaos vegetativos desenvolvidos (VALE et al., 2019).
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Durante a aclimatizacdo parte das plantas acaba morrendo, entretanto, as plantas
remanescentes renovam as raizes e sofrem um processo de estresse adaptativo, oriundo da
alteracdo da temperatura, umidade relativa do ar, composi¢ao do substrato, buscando uma
adaptacao gradual das plantas para os fatores de campo, evitando perdas ainda maiores das

plantas oriundas de micropropagagao (SANDHU et al., 2018).

Neste aspecto, a espécie Dendrocalamus asper apresenta habito de crescimento e
floracdo bastante particulares, com métodos de propaga¢ao convencionais de baixa eficiéncia,
exigindo métodos mais eficientes, como o sistema de propagacao in vitro. Além disso, adaptar
as plantas a condi¢do ex vitro ¢ fundamental para consumagdo do processo de produgao de
mudas micropropagadas, superando o gargalo de baixa disponibilidade de propagulos na cadeia

produtiva nacional, almejando o suprimento de mudas em grande escala de forma padronizada.
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4. CAPITULO I - PROPAGACAO IN VITRO DA ESPECIE DENDROCALAMUS
ASPER NA FORMA DE AGLOMERADOS DE COLMOS (CLUSTERS).

RESUMO

A espécie Dendrocalamus asper quando submetida ao sistema de propagacgao in vitro apresenta
respostas de multiplicacdo, oxidacdo e alteragdes morfoldgicas no material vegetal. O processo
de micropropagacgao € indispensavel, apresentando vantagens e limitagdes, parte destas podem
estar associada a forma de disposi¢do do material in vitro na forma de colmos individualizados
ou aglomerados. Neste aspecto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da propagacgado
de colmos individualizados e aglomerados, com tratamentos contendo diferentes numeros de
colmos aglomerados, sobre a taxa de multiplicacdo, oxidagdo e albinismo do material vegetal,
assim como, eficiéncia de uso do meio de cultura e geragdo de brotos no periodo de 180 dias,
descrevendo anatomicamente o surgimento de novas brotagdes. Dos resultados obtidos
observou-se que o tratamento apresentando maior taxa de multiplicacdo foi o tratamento T03
(Quatro aglomerados de trés colmos). A menor taxa de oxidagdo foi observada no tratamento
TO06 (Trés aglomerados de seis colmos), sendo identificados dois processos de oxidagdo neste
estudo, um deles oriundo do contato do tecido vegetal com o meio de cultura contendo 6-
benzilaminopurina e outro do senescimento do material vegetal no centro dos grandes
aglomerados de colmos. A menor taxa de albinismo foi observada no tratamento T01 (Cinco
colmos individualizados). Observou-se que as brotacdes se originam de células presentes na
base dos colmos, na regido meristematica do rizoma. O tratamento que apresentou melhor
desempenho foi o tratamento T03, com a maior taxa de multiplicag¢do, baixa taxa de albinismo
e taxa de oxidagdo aceitavel, além de elevada eficiéncia no uso do meio de cultura e na geragao
de novos brotos no periodo de 180 dias.

Palavras-chave: Multiplicagdo in vitro, Anatomia, Multiplicagdo, Oxidagdo, Albinismo.

ABSTRACT

The species Dendrocalamus asper when submitted to the in vitro propagation system presents
multiplication, oxidation and morphological changes in the plant material. The
micropropagation process is essential, with advantages and limitations, part of which may be
associated with the way in which the material is disposed in vitro in the form of individualized
or clusters culms. In this respect, the objective of this work was to evaluate the influence of the
propagation of individualized and clusters culms, with treatments containing different numbers
of clusters culms, on the multiplication rate, oxidation and albinism of plant material, as well
as efficiency of use of the culture and generation of shoots in the period of 180 days,
anatomically describing the appearance of new shoots. From the results obtained, it was
observed that the treatment with the highest multiplication rate was the T03 treatment (Four
clusters of three culms). The lowest oxidation rate was observed in treatment T06 (Three
clusters of six culms), two oxidation processes were identified in this study, one of them coming
from the contact of the plant tissue with the culture medium containing 6-benzylaminopurine
and the other from the senescence of the material plant in the center of the large clumps of
culms. The lowest rate of albinism was observed in treatment TO1 (Five individualized culms).
It was observed that the shoots originate from cells present at the base of the culms, in the
meristemmatic region of the rhizome. The treatment that showed the best performance was the
TO3 treatment, with the highest multiplication rate, low albinism rate and acceptable oxidation
rate, in addition to high efficiency in the use of the culture medium and in the generation of
new shoots in the period of 180 days.

Keywords: /n vitro multiplication, Anatomy, Multiplication, Oxidation, Albinism.
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4.1 Introducao

Os bambus sdo um grupo de plantas pertencentes a familia Poaceae, subfamilia
Bambusoideae, composta por 240 géneros e 1641 espécies distribuidas amplamente na Asia e
na América do Sul, sendo o continente asidtico o centro de referéncia para 61% das espécies

descritas (SORENG et al. 2015).

O Dendrocalamus asper (Schult. & Schult. F.) Baker ex K. Heyne ¢ uma espécie do
sudeste asiatico, de regido tropical e conhecida pelo seu grande tamanho. Os colmos maduros
e sua biomassa sdo usadas como biocombustivel, fibra, alimento e madeira. (SINGH et al.,
2013). O D. asper ¢ convencionalmente propagado por aglomerados, enraizamento de estacas,

pedagos de rizoma e menos frequentemente por sementes (NADHA et al., 2012).

Os métodos convencionais de propagacdo sdo considerados ineficientes por
apresentarem multiplicagdo lenta, plantulas desuniformes, problemas fitossanitarios e variagdes

produtivas entre plantas (SINGH et al., 2013).

A propagacao in vitro das espécies ¢ uma alternativa na solugdo de problemas de
propagagdo tradicionais. O método de propagagdo in vitro permite a produgdo de mudas
geneticamente idénticas (clones), com padrao fisioldgico e sanitario conhecidos. Os explantes
sao selecionados em regides meristematicas de plantas progenitoras conhecidas e sao
inoculados estéreis in vitro. Os principais beneficios do método sdo: alta eficiéncia de
propagagao, auséncia de patogenos e sele¢do de materiais padronizados, entretanto, esta técnica
apresenta problemas de oxidagdo e variagdes morfoldgicas no padrao vegetal, com demandas

de aperfeicoamento (SANDHU et al., 2018).

A maioria dos bambus cresce naturalmente em colmos aglomerados (habito
entouceirante), o efeito da propagacao de brotos agrupados in vitro simulando as condi¢des de
desenvolvimento natural inerentes a espécie pode afetar a eficiéncia do método de

micropropagacao de forma positiva (ORNELLAS et al., 2017).

Levando em consideragdo esses aspectos, no presente estudo avaliou-se a propagacao
da espécie na forma de colmos aglomerados no comportamento do material vegetal in vitro.
Adicionalmente, foi avaliada a formacdo de brotos por microscopia dptica no processo de
propagacdo, além da quantificacdo de carboidratos soluveis totais em diferentes posigcdes de

colmos no aglomerado.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material Vegetal

As sementes de D. asper foram introduzidas in vitro de acordo com Ornellas et al.
(2017). As plantulas provenientes de sementes germinadas foram introduzidas em meio de
cultura contendo sais basais da formulacio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados
com vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 1951), 30 gL' de sacarose, 15 pM de 6-
benzilaminopurina (BAP) e gelificado com 7,0 g.L"' de Agar-Agar. O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,8 e submetido a esterilizagdo em autoclave vertical por 20 minutos a 121 °
Ce 1,1 kgf.cm™. O meio de cultura foi mantido em prateleira com luz LED branca (77,0 pmol.
m>. s) a 25+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. A subcultura foi realizada com intervalos
de 30 dias para um meio de cultura fresco, permanecendo por 12 meses até que fosse obtido

material suficiente para o experimento (Figura 01).

Figura 01: Plantas de Dendrocalamus asper estabelecidas in vitro em fase
de multiplicagdo para obtencdo de suficiéncia amostral.
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4.2.2 Experimento de Clusters

Os materiais vegetais foram selecionados pelo comprimento médio dos colmos (5,0 +
1,0 cm) e pelo nimero de colmos agrupados. Os aglomerados de colmos foram cultivados em
frascos (67,2 x 129,3 mm - 350,0 mL) contendo 40 mL de meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962) suplementado com 5,0 mL.L™! de vitaminas de Morel, 30 g.L"! de sacarose e 15
uM de 6-benzilaminopurina. O experimento teve 18 tratamentos, com 60 frascos por
tratamento. Os tratamentos foram compostos por aglomerados de colmos iniciais, dispostos de
forma distinta em cada tratamento visando o melhor aproveitamento do meio de cultura

conforme apresentado na figura 02.

% Lk Tia i 1z

Tix e T1E Tl TiT Tk

Figura 02: Representacdo esquematica dos frascos representando os tratamentos com nimeros
diferente de colmos por aglomerados e niumero diferente de aglomerados por frasco da espécie
Dendroclamus asper no sistema de propagagdo in vitro. Legenda: T01. Cinco colmos
individualizados; T02. Cinco aglomerados com dois colmos cada; T03. Quatro aglomerados
com trés colmos cada; TO04. Quatro aglomerados com quatro colmos cada; TO0S5. Trés
aglomerados com cinco colmos cada; T06. Trés aglomerados com seis colmos cada; TO7. Dois
aglomerados com sete colmos cada; T08. Dois aglomerados com oito colmos cada; T09. Um
aglomerado com nove colmos; T10. Um aglomerado com dez colmos; T11. Um aglomerado
com doze colmos; T12. Um aglomerado com quatorze colmos; T13. Um aglomerado com
dezoito colmos; T14. Um aglomerado com vinte e quatro colmos; T15. Um aglomerado com
trinta colmos; T16. Um aglomerado com quarenta colmos; T17. Um aglomerado com cinquenta
colmos; T18. Um aglomerado com sessenta colmos.

Os tratamentos com mais de um aglomerado de colmos por frasco foram posicionados

a uma distdncia minima de 2,0 cm entre eles. O experimento foi dividido em seis blocos
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avaliados em intervalos de tempo de 30 dias até os 180 dias, com renovag¢ao simultanea do meio
de cultura. As culturas foram mantidas em prateleiras com luz branca a 25 + 2 °C e 16h de

fotoperiodo.
4.2.3 Microscopia Optica de Luz dos Brotos

A analise microscopica foi realizada em brotos novos de até¢ 1,0 cm de comprimento
originados dos colmos principais. Estes foram seccionados na drea basal longitudinalmente,
mantendo os tecidos do colmo principal e da nova brotagdo na prancha. Foram selecionadas
nove amostras aleatorias, cortadas longitudinalmente (Figura 03). As amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5%, tampdo fosfato (pH 7,2), por 72 h sob véacuo (-20 polegadas. Hg'!). Em
seguida, as amostras foram lavadas com tampao fosfato (pH 7,2) e desidratadas em séries
etilicas 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%, duas vezes por série e 30

minutos em cada série.

Depois disso, o processo de infiltragdo com historesina e alcool etilico foi realizado,
respectivamente, na propor¢ao 20%:80%, 40%:60%, 60%:40%, 80%:20%, 100%:0%. As
amostras foram finalizadas utilizando a historesina e seu ativador em moldes. Os blocos de
resina foram secos por 72h a 36 °C. Os blocos de resina com material vegetal foram seccionados

em um micrétomo @LEICA RM, os cortes foram corados com Azul de Toluidina em tampao

fosfato 0,2M a pH 6,8 e as imagens foram capturadas com microscopio optico de luz @LEICA

DM 2500 com camera acoplada @OPTICAM OPT 5.1.

Figura 03: Material vegetal
de Dendrocalamus asper
utilizado na andlise de
Microscopia Optica de Luz.
Legenda: C. Colmo
desenvolvido; B. Novo broto;
L. Corte longitudinal
contendo a intersec¢ao do
colmo e a nova brotacao.

40



4.2.4 Avaliacao Quantitativa do Material Vegetal

Dos aspectos quantitativos avaliados, foram calculadas as taxas de multiplicagdo,
oxidacdo e albinismo de cada tratamento. A taxa de multiplicagdo avaliada foi responsavel pela

propor¢ao de novos brotos por colmos, apos 30 dias, calculada pela formula: TM =

Novos Brotos . , .
B —— Foram considerados brotos novos, aqueles de até¢ 1,0 cm de comprimento.

A taxa de oxidacao avaliada levou em consideragdo a proporcao de brotagdes oxidadas

Brotos Oxidados

por colmos, apds 30 dias, calculada pela formula: TO = . Os brotos oxidados

Colmos

considerados foram aqueles que apresentaram tecido escurecido e inicio de necrose.

A taxa de albinismo avaliada representou a proporcao de brotos albinos gerados por

Brotos Albinos

colmo, apdés 30 dias, calculada pela formula: TA = Os brotos albinos

Colmos

considerados foram aqueles com tecido apresentando auséncia de clorofila total ou parcial na

forma de variegacao.

A eficiéncia dos tratamentos levou em consideragdo o numero de brotos gerados por
litro de meio de cultura e nimero de brotos totais gerados ao final do periodo de multiplicagao
in vitro (180 dias), almejando o tratamento com nimero de brotos maximizados, mitiga¢do do

uso de reagentes e tempo de micropropagagao delimitado.
4.2.5 Quantificacio de Carboidratos

A analise de carboidratos foi realizada em 15 repeti¢des nos tratamentos T1, T3, T6,
T12 e T18. Os novos brotos, com até¢ 1,0 cm de comprimento, de cada tratamento foram
separados dos colmos desenvolvidos, sendo avaliados os materiais periféricos novos e centrais

do aglomerado.

De cada tratamento foi selecionado 1,0 g do material fresco para a extracdo dos
carboidratos soluveis totais, sendo este material pesado e macerado em nitrogénio liquido (-196
°C). As amostras foram submetidas ao método Dubois et al. (1956), visando quantificar os
acucares soluveis totais, tendo sido realizadas consecutivas centrifugagdes (10 min. / 3000 rpm)
e aquecimentos em banho maria (5 min. / 70°C) de forma alternada, por trés vezes.
Posteriormente, as amostras centrifugadas foram filtradas, sendo o sobrenadante filtrado
submetido a analise de carboidratos soluveis totais. As amostras extraidas foram submetidas a

uma curva de calibragdo, sendo lidas em um espectrofotometro de luz.

41



4.2.6 Analise Estatistica

As taxas de multiplicagdo, oxidagdo e albinismo foram submetidas a analise de variancia
e ao teste de separacdo média de Duncan (5%) e curva de tendéncia dos dados. Os dados de
leitura de carboidratos foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de separagao médias
(Duncan 5%). Os dados absolutos de eficiéncia de uso do meio de cultura e geracdo de brotos
no periodo foram analisados em grafico de barras e curva de tendéncia, respectivamente. As
imagens microscopicas com cortes longitudinais da intersec¢do dos brotos com os colmos
foram submetidas a analise descritiva, identificando as estruturas observadas e comparando a

literatura pré-existente.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Anatomia do Material Vegetal

Ao observar as imagens microscopicas do colmo da espécie Dendrocalamus asper
submetida ao processo de propaga¢do in vitro, observa-se o surgimento de nova brotacdo em
resposta ao contato com meio de cultura contendo BAP, broto este que teve origem na base do
colmo, que permaneceu em contato com o regulador de crescimento vegetal do grupo das
citocininas. Os cortes longitudinais do tecido mostram que a nova brotagao se origina de gemas

laterais presentes no rizoma localizado na base do colmo (Figura 04).

O broto apresentou pequenos foliculos de prote¢do ao seu redor, além de células
pequenas e densamente agrupadas, desde a regidao de origem, na base do colmo, até o centro da
nova brotacao. Ao observar o colmo principal as células apresentam-se alongadas, com maior
tamanho e menos adensadas em uma unica regido. O corante Azul de Toluidina apresentou
diferentes respostas de coloragdo quando em contato com as células do colmo principal e
quando em contato com as células do novo broto. O corante atuou com tom azul esverdeado
nos feixes centrais do colmo desenvolvido e tom violeta escuro nas suas extremidades e células

da nova brotacao.
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Figura 04: Microscopia optica de luz de colmo de Dendrocalamuas asper na regiao
de intersec¢do do colmo com o novo broto no sentido longitudinal. Legenda: CD.
Colmo Desenvolvido, RZ. Rizoma na base do colmo; NB. Nova Brotagao.
(apontamento da regido meristematica)

De acordo com O’Brien et al. (1964), o corante azul de toluidina quando manifesta
coloracdo azul esverdeada manifesta presenca de tecidos lignificados, comumente associado a
esclerénquimas, células com funcdo de sustentar e proteger tecidos anteriormente
desenvolvidos. O mesmo autor relata que a presenga de coloragdo violeta e arroxeada manifesta
a presenga de parénquimas. Analisando a figura 04, observa-se, portanto, maior presenga de
tecidos lignificados no colmo desenvolvido, enquanto que, na nova brotagdo, as células
predominantes apresentam maior quantidade de células parenquimaticas, muito comuns em

tecidos novos e que originam outras células.

Como pode ser observado, os tecidos vegetais da espécie Dendrocalamus asper
apresentam alteracdes anatomicas quando submetidos ao meio de cultura com citocinina (BAP)
na fase de multiplicagdo, ocorrendo respostas associadas a divisdo celular e surgimento de
novas brotagdes. De acordo com as imagens obtidas, as novas brotagdes se originam de regides
meristematicas presentes na base dos colmos, como observado no corte longitudinal da regido

de intersec¢ao do colmo com sua nova brotagao (Figura 04).

Observou-se também, que ha um aglomerado de cé¢lulas pequenas com capacidade de
multiplicagdo na regido basal dos colmos estendo-se até a iniciagdo dos brotos novos,

confirmando a presen¢a de meristemas.
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A resposta intensificada do processo de multiplicagdo ¢ oriunda do contato das gemas
basais do caule com o meio de cultura contendo regulador de crescimento do grupo das
citocininas (BAP). O BAP ao entrar em contato com os receptores celulares meristematicos
desencadeia uma cascata de sinalizagdo celular interna, promovendo a inibi¢do da dominancia
apical dos colmos (crescimento vertical) e estimulando brotagdes laterais (TAIZ, ZEIGER,

2013).
4.3.2 Quantificacdo do comportamento in vitro

4.3.2.1 Taxa de Multiplicacdo do Material Vegetal
Os tratamentos com diferentes nimeros de colmos aglomerados submetidos ao meio de

cultura contendo BAP apresentaram diferencas significativas no que diz respeito ao nimero
médio de brotos propagados por colmo, refletido pela taxa de multiplicacdo, dos materiais

submetidos ao sistema de propagacao in vitro.

As maiores taxas de multiplicagdo foram observadas no tratamento TO1 (cinco colmos
individualizados), com taxa de multiplicacdo de 1,337 + 0,133 novos brotos por colmo, e no
tratamento TO03 (quatro aglomerados de trés colmos), com taxa de multiplicagdo de 1,219 +
0,114 novos brotos por colmo, estatisticamente iguais. As menores taxas de multiplicacao sao
observadas no tratamento T14 (um aglomerado com 24 colmos), com taxa de multiplicagao de
0,376 £ 0,079 brotos por colmo, e nos tratamentos T18 (0,424 + 0,074 brotos por colmo), T16
(0,485 £ 0,066 brotos por colmo), T13 (0,499 + 0,064 brotos por colmo) e T11 (0,501 £ 0,055
brotos por colmo), que nao diferem significativamente entre si (Tabela 01).

Tabela 01: Taxa de multiplicagdo média dos diferentes tratamentos da espécie Dendrocalamus

asper submetidos a propagacao in vitro (Duncan 5%).
Trat. Taxa de Multiplicacdo Trat. Taxa de Multiplicacio Trat. Taxa de Multiplicacio

T01 1,337+0,133 a T09 0,724 £ 0,068 ¢ T17 0,579+ 0,053 d
T03 1,219+0,114 a TI2 0,709+ 0,135 ¢ T11 0,501 £ 0,055 e
T02 1,008 + 0,099 b T06 0,707+ 0,079 ¢ T13 0,499 £+ 0,064 €
T04 0,844+ 0,079 ¢ T10 0,645+0,104d T16 0,485 + 0,066 €
T07 0,749+ 0,093 ¢ T08 0,62+0,126 d T18 0,424 + 0,074 ¢
T05 0,743+ 0,09 ¢ T15 0,593 +£0,055d T14 0,376 + 0,079 f

Observou-se também um padrado de taxa de multiplicacdo inversamente proporcional ao

aumento do nimero de colmos aglomerados (Figura 05).
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Figura 05: Tendéncia da taxa de multiplicagdo média dos tratamentos com diferentes niumeros
de colmos aglomerados da espécie Dendrocalamus asper submetidos ao sistema de propagagao
in vitro.

Os estudos monstram mudancga no padrao de comportamento do material vegetal quanto
a taxa de multiplicagdo, havendo diminuicao desta quando os colmos estdo aglomerados em
maior nimero. Por sua vez, colmos individualizados ou aglomerados em menor nimero

apresentam uma taxa de multiplicacdo expressivamente maior.

Parte do efeito observado embasa-se na area vegetal dos colmos em contato com o meio
de cultura, sendo que colmos individualizados apresentam maior area superficial relativa em
contato com o meio (1,71 mm?. colmo™'), permitindo que os nutrientes minerais e os reguladores
de crescimento sejam absorvidos em concentracdes maiores pelo contato de um maior nimero
de células com o meio de cultura. Portanto, hd uma alteracdo no padrdo de crescimento e
desenvolvimento do material vegetal. O contato intensificado com o meio de cultura contendo

citocinina leva os colmos a uma maior eficiéncia de multiplicagdo.

Por sua vez, os aglomerados com elevado nlimero de colmos, apresentam menor area
relativa por colmos em contato com o meio de cultura, em especial, quando levado em
consideragdao os colmos mais centrais do aglomerado (menos contato) e os periféricos (mais
contato). Os colmos da periferia, possivelmente pela maior area de contato com o meio,

apresentam maior vigor de multiplicagdo em detrimento dos colmos centrais, com menor vigor,
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resultando em uma taxa de multiplicacdo média dos colmos do aglomerado inferior a taxa de

multiplicacdo dos tratamentos com colmos individualizados (1,25 mm?.colmo™) (Figura 06).

T2 T10

Figura 06: Diferenca de area de contato dos colmos de Dendrocalamus asper com o meio de
cultura, quando individualizados (T02) e aglomerados (T10) contendo o mesmo numero de
colmos em ambos.

Os colmos dispostos em aglomerados no processo de propagagdo in vitro, estdo
conectados por areas basais de mesma origem meristematica, condicdo semelhante ao que
ocorre com touceiras da espécie no ambiente in vivo. A interconexao entre colmos leva a um

balango de translocagao de solutos, com uma relacao fonte e dreno entre colmos interconectados

(TAIZ, ZEIGER, 2013).

A translocagdo entre colmos ¢ observada em espécies de bambu com hdabito de
crescimento entouceirante, assim como, em bananeira e outras gramineas como trigo € arroz,
plantas estas que apresentam emissdo de perfilhos ligados por feixes vasculares, estes que
redistribuem a seiva contendo carboidratos e outros sais, com o objetivo de equilibrar a razao
de crescimento entre colmos (TAIZ, ZEIGER, 2013; SANTOS et al., 2017; FIOREZE et al.,
2019; TAVARES et al., 2018; SALOMADO et al., 2016).

Os antecedentes cientificos descrevem que a propagacdo in vitro do Dendrocalamus
asper foi conduzida utilizando os mais variados propagulos, em especial, sementes e segmentos
nodais. As taxas de multiplicacao in vitro de maior sucesso sao oriundas de propagulos na forma
de sementes, com taxas de 0,5 a 0,98 novos brotos por colmos (J IMENEZ; GUEVARA, 2007;
LIN et al., 2012; MUDOI et al., 2013; GOYAL; SEN, 2016).
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De acordo com Ornellas et al. (2017) a taxa de multiplicagdo in vitro média para a
mesma espécie foi de 0,69 novos brotos gerados por colmo, com maximizagdo do processo em
meio de cultura contendo 15 pM de BAP. Entretanto, trabalhos anteriores apresentam taxas de
multiplicagdo in vitro superiores para a mesma espécie, contendo as mesmas concentragoes de
BAP, com taxa de multiplica¢ao de 0,80 brotos gerados por colmos (ZANG et al., 2019), 0,90
novos brotos por colmo (SINGH et al., 2012) e 0,95 novos brotos por colmo (BENERIJEE et
al., 2011), tendo portanto, taxas de multiplicagdo semelhantes aquelas observadas nos

tratamentos iniciais deste estudo.

Quando comparado ao género Bambusa spp., observa-se uma diferenca abrupta na taxa
de multiplicacdao, com médias que variam de 0,20 a 0,45 novos brotos gerados por colmos em
um intervalo de 30 dias sob a mesma concentracdo de BAP (MUDOI et al, 2014). Os principais
problemas observados para a espécie Dendrocalamus asper submetida aos sistemas de
propagagao in vitro foram as flutuacdes na taxa de multiplicacdo de alguns materiais, originadas
de mudangas nas caracteristicas morfofisioldgicas dos tecidos, como oxidagcdo e mudangas

abruptas nos componentes do meio de cultura, segundo os estudos de Gielis et al. (2011).

4.3.2.2 Quantificagdo de Carboidratos Soluveis Totais
Ao observar a concentragdo de agucares soluveis totais nos diferentes tratamentos, o

tratamento TO1 (cinco colmos individualizados) apresentou as maiores concentragdes de
aglicares soluveis totais na matéria fresca de seus colmos, com 6,67 = 0,32 mg.g MF™!, quando
comparado com outros tratamentos com colmos aglomerados. As menores concentragdes
médias de agucares foram observadas no tratamento T18 (sessenta colmos aglomerados),
contendo concentragio média de 2,86 + 0,37 mg.g MF'. H4 portanto, um relagiio inversamente
proporcional entre quantidade de agucares soliveis totais na matéria fresca e o nimero de

colmos aglomerados (Tabela 02).

Na quantificacdo de carboidratos soluveis totais observou-se diferenca de concentragao
nos materiais vegetais dos brotos novos da periferia do aglomerado e colmos desenvolvidos no
centro do aglomerado. Os brotos novos posicionados majoritariamente na periferia destes, onde
ha maior taxa de multiplicacdo média, apresentaram menor concentra¢ao de carboidratos,
quando comparados colmos internos, que apresentam concentragdes médias maiores de

carboidratos.
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Tabela 02: Concentracdes médias de carboidratos soluveis totais (mg.g MF') em colmos
provenientes dos tratamentos TO1, TO3, T06, T12 e T18 da espécie Dendrocalamus asper em
sistema de propagagdo in vitro, submetidos ao teste de comparacdo de médias (Duncan 5%).
Letras minusculas comparando tratamentos e maiusculas comparando posi¢do dos colmos na
touceira.

Tratamentos
Posicio do Colmo TO1 TO3 TO06 T12 T18
Broto Externo (mg/g.MF-1) 3,73+0,43 Ba 3,40 + 0,33 Ba 3,06+ 0,10 Bb 2,57+ 0,56 Bb
Colmos Internos (mg/g.MF-1) 5,18+0,23 Aa  4,17+0,45 Ab 3,61 +£0,22 Ac 3,14+ 0,17 Ad
Média Total (mg/g.MF-1) 6,67+032a 4,46+ 0,33 b 379+039¢ 334+016d 2,86 +0,37 e

A interconexdo entre os colmos acarreta em uma redistribui¢ao dos assimilados na
forma de carboidratos soluveis totais e outros nutrientes, sendo que quanto maior o numero de
colmos aglomerados, maior este processo de redistribui¢do, nesse caso, diminuindo o vigor no
processo de multiplicagdo dos colmos, pela redistribui¢do dos carboidratos dos tecidos mais
novos (periferia da touceira) aos colmos mais desenvolvidos (5,0 = 2,0 cm de comprimento),

posicionados nas areas mais centrais do aglomerado.

As concentragdes de acucares soluveis totais no material vegetal explica a diminui¢do
da taxa de multiplicacdo em aglomerados com elevados numeros de colmos, pelo processo de
redistribuicao dos assimilados, e perda de vigor no processo de multiplicacdao dos tecidos mais
jovens, enquanto que, no tratamento com colmos individualizados o processo de multiplicagao
¢ mais vigoroso pela concentracdo maior de agucares no material vegetal em multiplicagdo. O
vigor de multiplicacdo observado diz respeito ao aumento da taxa de multiplicagdo, com o

maior numero de brotos gerados por colmo.

4.3.2.3 Eficiéncia de Multiplicagdo ao Longo do Tempo
No que se refere a eficiéncia do processo de multiplicacdo, através da geracao de brotos

ao longo de 180 dias, no presente estudo, verificou-se que o tratamento T0O3 contendo quatro
aglomerados, cada um com trés colmos, apresentou o maior nimero de propagulos gerados no
periodo (Figura 07). O tratamento T03 apresentou maior eficiéncia na produgdo de propagulos
quando comparado ao tratamento TOl, que por sua vez, apresentou a maior taxa de

multiplicagdo (Tabela 02).

A maior eficiéncia observada, deve-se ao fato do tratamento T03 apresentar maior
nimero de colmos iniciais por frasco (12 colmos / TM: 1,219 / N° 1434 Brotos) quando
comparado ao tratamento TOl (05 colmos / TM: 1,337 / N° 814 Brotos), desta forma,
resultando em uma melhor utilizacdo da area do meio de cultura, acarretando em um saldo

maior de brotos ao final de 180 dias. O tratamento T11, contendo um aglomerado com 12
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colmos, apresentou o menor niimero de brotos gerados ao final do periodo de propagacdo (12

colmos / TM: 0,50 / N°: 137 Brotos).
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Figura 07: Numero de propagulos gerados ao longo do intervalo de subcultivos in vitro (180
dias) em diferentes tratamentos de Clusters da espécie Dendrocalamus asper.

Quanto a eficiéncia de uso do meio de cultura, o tratamento T03 apresenta o maior
rendimento de propagulos por litro de meio de cultura (1100 brotos.L™"), seguido do tratamento
T17 (um aglomerado de 50 colmos) com 1011 brotos.L™!. O menor rendimento de propagulos

por volume de meio de cultura foi observado no tratamento T11 (196 brotos.L™") (Figura 08).
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Figura 08: Rendimento de propagulos de Dendrocalamus asper gerados por volume de
meio de cultura em 180 dias de subcultivos in vitro (brotos. L'') nos diferentes
tratamentos. (Brotos oxidados). (Monocromatico)

De acordo com Ornellas et al. (2017), a propagacdo in vitro da espécie Dendrocalamus
asper em aglomerados de trés a cinco colmos uniformemente selecionados, apresentaria
incrementos na taxa de multiplicagdo quando comparada a propagacdo por colmos
individualizados. Isso ocorre mediante a estabilidade fisiologica do material vegetal propagado
em condicao semelhante ao seu habito de crescimento natural.

Através das avaliagcdes observou-se um melhor aproveitamento do meio de cultura
combinado a uma elevada taxa de multiplicagdo no tratamento com aglomerados de até trés
colmos, dispostas em quatro aglomerados por frasco, corroborando portanto, o incremento do
processo quando comparado aos tratamentos restantes, em especial, aqueles com colmos
propagados individualmente (T01) ou com aglomerados contendo elevado numero de colmos
(> T10).

4.3.2.4 Comportamento Oxidativo do Material Vegetal

O material propagado apresentou oxidacdo do material em todos os tratamentos com
diferentes frequéncias, dependendo da conforma¢do (aglomerados ou individualizados) e
disposi¢cdo do material in vitro. Ao observar o comportamento oxidativo do material vegetal
durante a propagagdo in vitro, os colmos de bambu ao entrarem em contato com o meio de
cultura contendo reguladores de crescimento do grupo das citocininas, deram inicio ao processo

de multiplicagdo, gerando novos brotos (Figura 09 — A). O processo de oxidagao da espécie D.
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asper ocorreu através de dois processos que resultam no escurecimento progressivo dos tecidos

(Figura 09 — B).

Figura 09: A. Colmo de Dendrocalamus asper introduzido em meio de
cultura para multiplicacao in vitro na fase de emissao de nova brotagao.
B. Colmos e brotos de Dendrocalamus asper necrosados a partir do
processo de oxidagao do material vegetal.

A primeira forma de oxidagdo observada quando em contato com o meio de cultura o
tecido vegetal produz polifenois oxidases, como forma de defesa da planta a solugdo salina e
aos reguladores de crescimento do meio de cultura, a que € submetida (COMPTON; PREECE,
1986; HUANG et al., 2002; OPRINS et al., 2014).

Neste estudo foi observada uma segunda forma de iniciagdo do processo de oxidagdo
do material, que se da pelo processo de necrose dos tecidos mais velhos presentes no centro dos
aglomerados de colmos, em especial, pelo processo natural de senescéncia de folhas, levando
a morte dos colmos mais centrais. A oxidacdo do material vegetal ¢ constatada em vérias
espécies de bambu quando introduzidas no sistema de propagagdo in vitro, em especial, as
espécies do género Dendrocalamus spp., que mesmo com elevado vigor de multiplicacao,

apresentam escurecimento dos 6rgaos em contato com o meio de cultura.
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Ao analisar a taxa de oxidacao dos tratamentos com diferentes nimeros de colmos por
aglomerados, observou-se que os tratamentos T02 (cinco aglomerados com dois colmos) e TO1
(cinco colmos individualizados), apresentam as maiores taxas de oxidagdo quando submetidos
ao processo de propagacao in vitro, respectivamente, com 0,924 + 0,067 brotos oxidados por

colmo e 0,903 + 0,089 brotos oxidados por colmo.

Em contrapartida, as menores taxas de oxidacao foram observadas nos tratamentos T08
com 0,277 + 0,054 brotos oxidados por colmo (dois aglomerados com oitos colmos), T07 com
0,288 £ 0,083 brotos oxidados por colmo (dois aglomerados com sete colmos) e TO6 com 0,320
+ 0,060 brotos oxidados por colmo (trés aglomerados com seis colmos) (Tabela 03).

Tabela 03: Taxa de oxidagdo média dos diferentes tratamentos da espécie Dendrocalamus

asper submetidos a propagacao in vitro (Duncan 5%).
Trat. Taxa de Oxidacao Trat. Taxa de Oxidacao Trat. Taxa de Oxidac¢ao

T02 0,924 + 0,067 a T10 0,551 + 0,066 ¢ TO5 0,481 + 0,078 d
TO1 0,903 + 0,089 a T17 0,549 + 0,041 ¢ T18 0,452 + 0,090 d
TO4 0,779+ 0,112 b T13 0,54 + 0,068 ¢ T09 0,439 + 0,089 d
TO3 0,688 + 0,093 b T11 0,513 + 0,062 d T06 0,32 + 0,060 e

TI2 0,602 + 0,092 ¢ T16 0,509 + 0,080 d T07 0,288 + 0,083 e
T14 0,579 + 0,054 ¢ T15 0,481 +0,082 d TOS 0,277 + 0,054 e

Entretanto, observa-se que hd um padrao diferenciado de oxidacdo nos diferentes
tratamentos, nao sendo uma curva de resposta uniforme, resultado do efeito de dois diferentes

processos de oxidacgao ja explanados acima.

Ha, portanto, a oxidagdo pelo efeito da emissdo das polifenois oxidases do material
vegetal novo em contato direto com o meio de cultura, localizado nas extremidades do
aglomerado de colmos, sendo observado em todos os tratamentos, tanto em colmos
individualizados, como em colmos aglomerados. A necrose do material vegetal mais velho,
localizado no centro de grandes aglomerados de colmos ¢ observado a partir dos tratamentos

com mais de 10 colmos (Figura 10).
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Figura 10: Colmos oxidados localizados nas extremidades e no centro dos aglomerados da
espécie Dendrocalamus asper quando submetidos ao sistema de propagacao in vitro. Legenda:
T1. Tratamento com cinco colmos individualizados; T6. Tratamento com trés aglomerados de
seis colmos; T18. Tratamento com um aglomerado de sessenta colmos.

Ocorre, respectivamente, decréscimo gradual do processo oxidativo do material vegetal
do tratamento TO1 ao tratamento T06 (efeito da diminui¢do das polifenois oxidases nas
extremidades do aglomerado), pelo efeito da diminui¢do do contato da area superficial dos
colmos com o meio de cultura. Havendo posteriormente, uma estabiliza¢ao da oxidagao até o
tratamento T8 (dois aglomerados de oito colmos) e aumento progressivo até o tratamento T18,

oriundo da necrose de colmos mais velhos presentes no centro dos aglomerados (Figura 11).

Os tratamentos com colmos individualizados apresentam maior exposi¢ao de area basal
relativa por colmo em contato com o meio de cultura contendo sais e reguladores, desta forma,
mais area tecidual em contato com o meio acaba reagindo e liberando de forma responsiva
polifendis oxidases. Conforme ocorre o aumento do numero de colmos aglomerados, a area
superficial dos colmos em contato com o meio de cultura diminui, levando a um processo de

oxidagdo menos intenso nos aglomerados com seis a dez colmos.

Entretanto, aglomerados com muitos colmos, acabam apresentando diferengas de
maturidade fisioldgica, com colmos centrais mais desenvolvidos em relacdo aos colmos
periféricos do aglomerado e seus brotos. Desta forma, no mesmo aglomerado de colmos ha
novas brotagdes surgindo e colmos mais velhos senescendo, gerando um processo secundario

de oxida¢do no centro dos mesmos, resultado dos tecidos necrosados.

E importante salientar que os materiais com menor oxida¢ao sdo aqueles que apresentam
menor area de contato com o meio de cultura e que nao apresentam necrose no centro de seus

aglomerados. Além disso, uma desvantagem bastante visivel na propagagdo por aglomerados
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contendo muitos colmos ¢ a dificuldade em manter a uniformidade de tamanho e padao de

desenvolvimento dos colmos.
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Figura 11: Taxa de oxidacdo média dos tratamentos com diferentes numeros de colmos
aglomerados da espécie Dendrocalamus asper submetidos ao sistema de propagagao in vitro.

O escurecimento do material vegetal in vitro do Dendrocalamus asper esta associado,
portanto, ao aumento das moléculas de polifendis oxidases liberadas quando os tecidos vegetais
tem lesdo e entram em contato com o meio de cultura. Os produtos da oxidacdo pelas polifenois
oxidases podem ser fitotoxicos e levar a necrose, assim como, a perda de capacidade de
absor¢do dos nutrientes e a morte dos explantes. O principal fator ambiental de incremento do

escurecimento dos tecidos estd associado a composicdo do meio de cultura (COMPTON;

PREECE, 1986; HUANG et al., 2002; OPRINS et al., 2014).

De acordo com Huang et al. (2002), a principal molécula promotora de escurecimento
dos tecidos vegetais do Dendrocalamus asper ¢ a 6-benzilaminopurina (BAP), molécula
reguladora de crescimento do grupo das citocininas, utilizada com objetivo de induzir as
brotagdes laterais na propagacao in vitro. Além disso, constatou-se que a melhor maneira de
conter o escurecimento dos tecidos ¢ diminuir o intervalo de tempo para a realizacdo das
subculturas, tornando-as mais frequentes, renovando o meio em até 30 dias (MUDOI et al.,
2014).

A maior parte dos trabalhos descreve presenca majoritaria da oxidagdo dos materiais do

género Dendrocalamus spp. € Bambusa spp., alcangando até 70% do material (SANDHU et al.,
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2018). Zang et al. (2019), observou que as taxas de escurecimento do material vegetal variam
de 40 a 60% na espécie Dendrocalamus asper, enquanto que no presente estudo, as taxas de
oxidacdo variaram entre 28 e 93%, pela influéncia direta da conformacao dos materiais vegetais

(colmos individualizados e aglomerados).

Na literatura sdo apresentados resultados relatando elevada ocorréncia do processo de
oxidagdo em materias de bambu de forma geral, com destaque para o género Dendrocalamus
spp., sendo uma espécie extremamente responsiva a oxidacdo quando exposto ao meio de

cultura contendo 6-benzilaminopurina (BAP).

4.3.2.5 Albinismo do Material Vegetal
Uma das principais alteragdes morfologicas observadas no material vegetal foi a

auséncia de clorofila em alguns propagulos, nos 6rgdos foliares e caulinares, caracterizando
albinismo. Ocorrem, portanto, plantas variegadas e albinas, com potencial de gerar novas

plantas contendo as mesmas caracteristicas de auséncia de clorofila quando em propagacdo in

vitro (Figura 12).

Figura 12: Folhas com diferentes gradagdes de clorofila em colmos de Dendrocalamus asper
submetidas ao sistema de propaga¢do in vitro. Legenda: A. Folha de planta albina, folha de
planta em senescéncia e folha de planta normal. B. Plantas albinas.

Analisando a taxa de albinismo, observam-se que os tratamentos com 0 maior nimero
de colmos aglomerados apresentam maior incidéncia de brotos albinos, com destaque para os
tratamentos T14 (um aglomerado com vinte e quatro colmos) com 0,116 + 0,009 brotos albinos
por colmo, T18 (um aglomerado com sessenta colmos) com 0,105 = 0,012 brotos albinos por
colmo, T13 (um aglomerado vinte colmos) com 0,102 £ 0,013 brotos albinos por colmo, T16

(um aglomerado com quarenta colmos) com 0,100 =+ 0,013 brotos albinos por colmo e T15 (um
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aglomerado com trinta colmos) com 0,099 + 0,012 brotos albinos por colmo, estatisticamente

iguais.

Em contrapartida, os materiais com menor incidéncia de brotos albinos sdo os

tratamentos TO1 (cinco colmos individualizados) com 0,006 + 0,0002 brotos albinos por colmo,

T02 (cinco aglomerados com dois colmos) com 0,015 £ 0,001 brotos albinos por colmo e T05

(trés aglomerados de cinco colmos) com 0,029 + 0,003 brotos albinos por colmo (Tabela 04).

Tabela 04: Taxa de albinismo médio dos diferentes tratamentos da espécie Dendrocalamus
asper submetidos a propagacao in vitro (Duncan 5%).

Trat. Taxa de Albinismo Trat. Taxa de Albinismo Trat. Taxa de Albinismo
T14 0,116 = 0,009 a T09 0,084 +0,010 b TO06 0,042 + 0,005 e
T18 0,105+ 0,012 a T17 0,083 = 0,009 b T04 0,037 +£ 0,002 e
T13 0,102+ 0,013 a TO8 0,075+ 0,012 ¢ TO03 0,032+ 0,001 f
T16 0,1+0,013 a T12 0,072 £ 0,007 ¢ TOS5 0,029 £ 0,003 f
T15 0,099 +0,012 b T11 0,071 £ 0,012 ¢ T02 0,015+ 0,001 g
T10 0,085+0,009 b TO7 0,055 +0,009 d TO1 0,006 £ 0,0002 h

Hé4 portanto, uma relagdo diretamente proporcional entre o aumento da taxa de

albinismo com o aumento do nimero de colmos aglomerados (Figura 13).
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Figura 13: Taxa de albinismo médio dos tratamentos com diferentes nimeros de colmos
aglomerados da espécie Dendrocalamus asper submetidos ao sistema de propagagao in vitro.

A relacao do aumento de propagulos albinos gerados pode estar associado ao excesso

de colmos interagindo na mesma touceira, respondendo a um intenso processo de multiplicagao.
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Mesmo esta resposta morfoldgica tendo estado presente em outros trabalhos com a espécie
Dendrocalamus asper, o excesso de colmos apresenta uma elevagdo expressiva nas taxas de

brotos com auséncia de clorofila.

A presenca de materiais vegetais apresentando albinismo foi relatada anteriormente para
espécie Dendrocalamus asper em trabalhos com segmentos nodais propagados in vitro (ZANG
et al., 2019). De acordo com Kumar & Benerjee (2014), materiais contendo brotos albinos no
procedimento de propagacdo in vitro foram observados em culturas com mais 100 dias,

podendo este evento estar relacionado a longa exposi¢do ao sistema de propagacao.

Observa-se que o aparecimento de brotos albinos € inerente a espécie Dendrocalamus
asper quando propagada in vitro, possivelmente, uma resposta ao estresse do ambiente
heterotréfico com reguladores de crescimento, além disso, a presenga de muitos colmos na
mesma touceira pode levar a uma maior incidéncia de brotos albinos, como observado no estudo

presente.

A presenca do albinismo da-se de forma aleatoria na populacao da espécie in vitro e de
formas varidveis, com materiais apresentando diferentes coloragdes, podendo ocorrer
coloragdes variegadas, totalmente albinas e materiais com capacidade de reverter o albinismo
para a normalidade de coloracdo. A regeneragdo destes materiais permanece vigorosa, podendo

estes colmos gerar plantas com coloracdo semelhante (aclorofiladas) ou normalizada

(clorofiladas).
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4.4 Conclusoes

- A espécie Dendrocalamus asper apresenta mudancas no padrdo de multiplicacdo,
oxidacdo e em sua morfoanatomia quando submetida ao processo de propagacdo in vitro. As
novas brotacdes se originam do tecido meristematico presente na base do colmo, mais

especificadamente na regiao do rizoma;

- Ha diferenga significativa nas taxas de multiplicacao, oxidagdo e albinismo quando os

colmos sao propagados individualizados e em aglomerados;

- O tratamento que apresentou maior taxa de multiplicagcdo, assim como, melhor
eficiéncia ao longo do processo de repicagem na geragao de propagulos foi o tratamento TO03,
contendo, quatro aglomerados de trés colmos propagados em meio de cultura MS contendo 15

uM de BAP;

- A espécie Dendrocalamus asper apresentou elevada incidéncia de processos
oxidativos em todos os tratamentos, sendo identificados dois processos de oxidagao distintos:
pela liberagdao de polifenois oxidases dos tecidos em contato com o meio de cultura e pela
senescéncia de colmos no centro dos aglomerados. Os tratamentos com menor taxa de oxidagao
foram os tratamentos TO6 a TO08, sendo que tratamentos com colmos individualizados ou

aglomerados com muitos colmos apresentaram elevada frequéncia de oxidagao nos colmos;

- A espécie Dendrocalamus asper apresentou incidéncia de plantas albinas e variegadas
quando submetida ao sistema de propagacdo in vitro, havendo uma relagdo diretamente

proporcional da incidéncia de brotos albinos e nimero de colmos aglomerados;

- Considerando-se o objetivo da propagacdo in vitro, de obter o maior numero de
propagulos uniformes, utilizando a menor quantidade de meio de cultura em um periodo de
tempo determinado, recomenda-se o uso do tratamento TO3 com quatro aglomerados de trés
colmos da espécie Dendrocalamus asper dispostos in vitro. Este tratamento apresentou baixa
ocorréncia de albinismo no material vegetal, elevada eficiéncia de uso do meio de cultura,
apresentando somente problemas relativos a oxidagdo, recorrente também nos outros
tratamentos, sendo possivel, utilizar outros reguladores de crescimento do grupo das citocininas

para evitar tais efeitos colaterais.

58



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BANERJEE, M.; GANTAIT, S.; PRAMANIK, B.R. A two step method for accelerated
mass propagation of Dendrocalamus asper and their evaluation in field. Physiol Mol Biol
Plants, v.17, p. 387-393, 2011.

COMPTON, M.E.; PREECE, J.E.. Exudation and explant establishment. IAPTC News,
v.50, p. 09-18, 1986.

DUBOIS, M.; GILLES, K.; HAMILTON, J.; REBERS, P., SMITH, F. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry, v. 28, n. 3,
p- 350-356, 1956.

GIELIS, J.; PEETERS, H.; GILLIS, K.; OPRINS, J.; DEBERGH, P.C.. Tissue culture
strategies for genetic improvement of bamboo. Acta Horticulturae, v.552, p. 195-204, 2011.

GOYAL, AK.; SEM, A. In vitro regeneration of bamboos, the “Green Gold”: an
overview. Indian Journal Biotechnology, v. 15, p. 09-16, 2016.

HUANG, L.C.; LEE, Y.L.; HUANG, B.L.; KUO, C.I.; SHAW, J.F.. High polyphenol
oxidase activity and low titratable acidity in browning bamboo tissue culture. In Vitro Cellular
& Development Biology of Plant, v.38, p. 358-365, 2002.

JIMENEZ, V.M.; GUEVARA, E.. Micropropagation of bamboo species through
axillary shoot proliferation. In: JAIN, S.M.; HAGGMAN, H. (eds). Protocols for
micropropagation of woody trees and fruits. Springer, Dordrecht, p. 465476, 2007.

KUMAR, V.; BANERIJEE, M. Albino regenerants proliferation of Dendrocalamus
asper in vitro. World Journal of Agricultural Sciences, v.10, n.1, p. 09-13, 2014.

LIN, X.; HUANG, L.; FANG, W. Bamboo regeneration via embryogenesis and
organogenesis. In: Sato K-I (ed), Embryogenesis. 2012.

MUDOI, K.D.; SAIKIA, S.P.; BORTHAKUR, M. Effect of nodal positions, seasonal
variations, shoot clump and growth regulators on micropropagation of commercially important
bamboo, Bambusa nutans Wall. ex. Munro Afr., Journal Biotechnology, v.13, p.1961-1972,
2014.

MUDOI, K.D.; SAIKIA, S.P.; GOSWAMI, A.; GOGOI, A.; BORA, D;
BORTHAKUR, M.. Micropropagation of important bamboos: a review. African Journal
Biotechnology, v. 12, p. 2770-2785, 2013.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F.. A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiology Plant, v.15, p. 473-497, 1962.

59



NADHA, HK.; SALWAN, R.; KASANA, R.C.; ANAND, M. SOOD A. Identification
and elimination of bacterial contamination during in vitro propagation of Guadua angustifolia
Kunth. Pharmacognosy Magazine, v. §, n. 30, p. 93-97, 2012.

O’BRIEN, T.P.; FEDER, N.; MCCULLY, M.E. Polychromatic staining of plant cell
walls by toluidine blue. Protoplasma, v. 59, p. 368-373, 1964.

OPRINS, J.; GRUNEWALD, W.; GILLIS, K.; DELAERE, P.; PEETERS, H.; GIELIS,
J.. Micropropagation: a general method for commercial bamboo production. In: 7th world
bamboo congress, New Delhi, 2014.

ORNELLAS, T.S.; WERNER, D.; HOLDERBAUM, D.F.; SCHERER, R.F;
GUERRA, M.P. Effects of vitrofural, BAP and meta-Topolin in the in vitro culture of
Dendrocalamus asper. Acta Horticulture, v. 1155, p. 285-292, 2017.

SANDHU, M.; WANI, S.H.; JIMENEZ, V.M.. In vitro propagation of bamboo species
through axillary shoot proliferation: a review. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.132,
p. 27-53, 2018.

SINGH, S.R.; DALAL, S.; SINGH, R.; DHAWAN, AXK. KALIA, R.K.
Micropropagation of Dendrocalamus asper {Schult. & Schult. F.} Backer ex k. Heyne): an
exotic edible bamboo. Journal Plant Biochem Biotechnol, v. 21, p. 220-228, 2012.

SINGH, S.R.; SINGH, R.; KALIA, S.; DALAL, S.; DHAWAN, A.K.; KALIA, R.K.
Limitations, progress and prospects of application of biotechnological tools in improvement of
bamboo a plant with extraordinary qualities. Physiol. Mol. Biol. Plants, v.19, n.1, p. 21-41,
2013.

SORENG, R.J.; PETERSON, P.M.; ROMASCHENKO, K.; DAVIDSE, G;
ZULOAGA, F.O.; JUDZIEWICZ, E.J.; FILGUEIRAS, T.S.; DAVIS, J.I; MORRONE, O.. A
worldwide phylogenetic classification of the Poaceae (Gramineae). Journal of Systematic and
Evolution, v. 53, p. 117-137, 2015.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 5. ed., Artmed, 2013. 918 p.

ZANG, Q.; LIU, Q.; ZHUGE, F.; WANG, X.; LIN, X. In vitro regeneration via callus
induction in Dendrocalamus asper (Schult.) Backer, Propagation of Ornamental Plants, v.19,

n.03, p. 66-71, 2019.

60



5. CAPITULO II - PRE-ACLIMATIZACAO E ACLIMATIZACAO DE MUDAS
MICROPROPAGADAS DE DENDROCALAMUS ASPER.

RESUMO

O processo de adaptacao das plantas micropropagadas a condigdo ex vitro depende do processo
de pré-aclimatizacdo in vitro e aclimatizacio em ambiente controlado, com objetivo de
proporcionar as plantas ambiente adequado para o desenvolvimento de oOrgdos ativos e
funcionais nas condigdes de campo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de
200 plantulas micropropagadas submetidas por 40 dias ao processo de pré-aclimatizagdo e por
50 dias ao processo de aclimatizagdo, quantificando alteragdes morfologicas no sistema aéreo
e radicular. Dos resultados obtidos conclui-se que as plantas micropropagadas apresentam
alteragdes no crescimento ainda no processo de pré-aclimatizagdo emitindo novas raizes e
folhas, em um periodo de 40 dias. As mesmas plantas quando submetidas ao processo de
aclimatizacdo por periodo de 50 dias, apresentaram incrementos de comprimento no sistema
radicular existente, até os 10 dias, com posterior incremento no niamero de folhas, nimero de
raizes e comprimento das plantas no periodo de 10 a 25 dias. Dos 25 aos 50 dias, as plantas
direcionam seu crescimento para a expansao da area foliar, limitando a emissao de novas folhas
e raizes. A sobrevivéncia foi de 83 % das plantas ao final de todo o processo.

Palavras-chave: Adaptacao ex vitro, Plantas aclimatizadas, Bambu-gigante.

ABSTRACT

The adaptation of micropropagated plants in the ex vitro condition depends on pre-
acclimatization in vitro and acclimatization in a controlled environment. The objective is to
provide plants with an adequate environment for the development of active and functional
organs under natural conditions. The objective of this research was to evaluate the behavior of
200 micropropagated seedlings submitted for 40 days to pre-acclimatization and 50 days to the
acclimatization process, quantifying morphological changes in the aerial and root systems. The
results show that the micropropagated plants show changes in growth in the pre-acclimatization
process, emitting new roots and leaves, in the period of 40 days. The plants submitted to the
acclimatization process for a period of 50 days, showed increases in the length of the roots, up
to 10 days, with a subsequent increase in the number of leaves, number of roots and length of
the plants in the period from 10 to 25 days. Between 25 and 50 days, the plants grew in the leaf
area, limiting the emission of new leaves and roots. Mortality was 17% of plants at the end of
the entire process.

Keywords: Ex vitro adaptation, Acclimatized plants, Giant bamboo.

5.1 Introducao

As plantas desenvolvidas a partir de explantes sob condigdes in vitro, apresentam um
metabolismo mixotrofico dependendo exclusivamente do carbono, 4gua e nutrientes do meio
de cultura para a manutencao de seu metabolismo e desenvolvimento vegetativo. Desta forma,
ha grande inibicdo do desenvolvimento de 6rgdos foliares e radiculares, pela presenca de
reguladores vegetais do grupo das citocininas inibindo as respostas associadas as auxinas
inerentes a planta, acarretando na emissdo de novos brotos e inibi¢do da dominancia apical

(SILVEIRA et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2013).
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A aclimatizacdo € o processo onde ocorre a transferéncia das plantas para as condi¢des
ex vitro de forma gradual, ocorrendo a transicdo do metabolismo heterotrofico das condigdes in
vitro para um metabolismo autotrofico nas condi¢des ex vifro, com as plantas iniciando a
fotossintese para obtencao de carbono e desenvolvimento vegetativo, além da emissdo de raizes
adaptadas ao novo substrato. H4, neste processo de transi¢ao, inimeras espécies que apresentam
elevada mortalidade e perda de vigor como resposta ao déficit hidrico, estresse térmico e
luminoso na cdmara de aclimatizacdo, em detrimento, do ambiente in vitro (HAZARIKA,

2003).

As plantas apresentam no sistema de propagacao in vitro raizes pouco desenvolvidas,
quebradicas e pouco funcionais, devido a facilidade de absor¢dao de nutrientes diretamente
através dos tecidos caulinares com o meio de cultura, portanto, com sistema radicular incapaz
de absrover agua e sais do substrato solido na aclimatizagio (HOFFMANN et al., 2001;
RIBEIRO et al., 2008). O processo de sobrevivéncia na transicdo do meio MS com BAP para
a aclimatizacdo melhora com o processo de pré-aclimatizagdo e enraizamento in vitro,
submetendo as plantas a um meio de cultura sem reguladores de crescimento, por um periodo

determinado (SOUZA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2010).

Uma das principais alternativas para melhorar a resiliéncia das plantas ao processo de
transicdo ¢ o periodo de pré-aclimatizacdo, induzindo as plantas a emissdo de primordios
radiculares, crescimento de apices caulinares e radiculares. Plantas de diversas espécies
apresentam adaptacao significativa no processo de pré-aclimatizacio anterior a aclimatizacao e
mudangas no padrao de crescimento de folhas, caules e raizes, estabelecendo plantas uniformes
e vigorosas para as condi¢cdes de campo (CHANDRA et al.,, 2010; JACKSON, 2003;
OLIVEIRA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2013).

A espécie Dendrocalamus asper apresenta uma lacuna de estudos voltados ao
comportamento e sobrevivéncia na etapa de pré-aclimatizagao e aclimatizagdo. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi descrever morfologicamente o comportamento de mudas

micropropagadas de Dendrocalamus asper na transi¢ao entre os ambientes de cultivo.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Origem do Material Vegetal

Os materiais vegetais sdo oriundos do sistema de propagagao in vitro, especificadamente

da fase de multiplicacdo. O periodo em que foram submetidas ao sistema de propagacgao in vitro

62



foi de 18 meses em meio de cultura contendo 15 pM de BAP, sendo repicadas mensalmente.
Os materiais selecionados foram colmos individualizados com 3,0 a 4,0 cm de comprimento,
com auséncia de raizes e elevado grau de incidéncia de materiais com oxidacao (> 95%), normal
para a espécie quando em contato com o meio de cultura contendo BAP, e auséncia de
albinismo. Foram selecionadas plantas do tratamento T03 (Quatro aglomerados de trés colmos)
que tiveram seus colmos individualizados para a fase de pré-aclimatiza¢do buscando maximizar
a dominancia apical dos materiais, visando crescimento de colmo e emissao de folhas e raizes

na etapa.
5.2.2 Pré-aclimatizacio

As plantas selecionadas foram introduzidas em frascos contendo 40 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com auséncia de reguladores de crescimento. O
meio de cultura foi submetido a esterilizagio em autoclave vertical a 121 °C a 1,1 kgf.cm™. As
plantas foram repicadas para frascos (67,2 x 129,3 mm - 350,0 mL), dispostos em grupos de
cinco colmos individualizados, separados em no minimo 2,0 cm de distancia, por um periodo

de 40 dias.

Ao todo foram selecionados para a fase de alongamento pré-aclimatizagdo 200 colmos
individualizados. Foram avaliados padrdes de crescimento dos colmos, emissao de folhas e
raizes, assim como, mudangas nos padroes de oxidagao e morte de plantas, com avaliagdes aos

0 e 40 dias.
5.2.3 Aclimatizacao

Ap6s o periodo de 40 dias as plantas foram retiradas dos frascos e lavadas em agua
destilada, removendo o meio de cultura da base das plantas e separando possiveis brotos

gerados na fase de pré-aclimatizagdo, mantendo ao menos um primordio radicular por colmo.

Os colmos individualizados foram introduzidos em tubete com 100 cm® e substrato
@MAXFERTIL, com umidade de substrato a nivel de capacidade de campo. As plantas foram
dispostas em estufa de nebuliza¢do, com umidade do ar acima de 80%, 30 °C de temperatura,

nebulizacdo com intervalos de 3h e incidéncia de radiagdo de 60%, por um periodo de 50 dias.
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5.2.4 Variaveis Analisadas

As plantas em aclimatiza¢do foram avaliadas nos periodos de 0, 10, 25 e 50 dias,
quantificando o crescimento de colmos, emissdo de folhas, area foliar, nimero de folhas,
numero de raizes, comprimento das raizes, percentual de mortalidade da espécie na etapa e o
ganho percentual diario de cada parametro nos intervalos de 0 a 10, 10 a 25 ¢ 25 a 50 dias. As
medidas de comprimento foram feitas com régua escalonada e a area foliar foi quantificada

utilizando fotos com escala submetidas ao aplicativo @ImageJ para a medi¢ao digital.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Pré-aclimatizacio

Ao observar o processo de pré-aclimatizagdo os materiais apresentaram auséncia de
mortalidade na etapa, assim como, ndo apresentaram amarelecimento e senescéncia das folhas.
Houve queda da oxidag¢do de 94,1% para 16,5% dos colmos em um periodo de 40 dias,

diminuindo de forma acentuada.

A oxidagdo observada ¢ oriunda do contato do Dendrocalamus asper com o meio de
cultura com regulador de crescimento do grupo das citocininas (6-benzilaminopurina),
ocorrendo a liberagdo de polifenol oxidases do tecido para o meio de cultura, causando o
escurecimento do substrato e do proprio tecido. Quando introduzidas em meio de cultura sem
BAP, os colmos diminuiram significativamente o processo oxidativo, com queda de 87,6% em

40 dias.

No que diz respeito, ao desenvolvimento vegetativo das plantas, houve incremento no
numero de folhas, raizes e comprimento de colmos, sem novas brotagdes nos colmos pela
auséncia de citocininas no meio de cultura. Inicialmente, o colmo apresentava em média 3,26
+ 0,62 folhas, aos 40 dias, 0 mesmo material, apresentou em média 6,1 + 0,71 folhas, com

incremento de 87,1 %.

Quanto ao numero de raizes, inicialmente todos os materiais apresentavam auséncia de
raizes, pelo efeito da citocinina no meio de cultura de multiplicagdo, apos 40 dias, o nimero de
raizes médio foi de 1,96 + 0,41 raizes. Os colmos inicialmente apresentavam em média 3,6 +
0,82 cm de comprimento, posteriormente 40 dias, apresentavam em média 9,1 + 1,1 cm de

comprimento, com aumento de 152,7 % no periodo (Figura 14).

64



11

10
9,1
9
B
7
6.1
[
g
36 16 T
sl
. 1,96 1
1
0 0
= ) &, i "l "
\*“: t\ﬁ% \p{}"‘ﬁ .‘»,c'\'z& . &'\Q"ﬂ' \‘E"P
& @J o o W ;."‘#?
ar w -_.:'+ = \:“@ ?{G‘ﬁ
e o

Figura 14: Comprimento médio dos colmos, nimero médio de folhas e raizes no processo de
pré-aclimatizacdo de materiais micropropagados de Dendrocalamus asper.

Ao contrario da etapa de multiplicagdo in vitro, a pré-aclimatizagao nao apresenta BAP
na composi¢do do meio de cultura, desta forma, as respostas do processo de propagacao
diminuem e ha rearranjo fisioldgico do material vegetal, com realocacdo dos assimilados para
os meristemas apicais do caule e raiz, aumentando o densenvolvimento dos 6rgaos aéreos e
radiculares, por influéncia, das auxinas naturais no metabolismo destas plantas (TAIZ;

ZEIGER, 2013).
5.3.2 Aclimatizacao

Ao observar as plantas introduzidas no processo de aclimatizacdo observou-se uma
diferenca significativa no padrdo de emissdo de folhas e raizes, assim como, no comprimento
de colmos, raizes e area foliar das plantas ao longo do periodo de 50 dias do processo de
aclimatiza¢do. Houve mortalidade de 17% na transi¢ao do ambiente in vitro para o sistema de
aclimatiza¢dao, com 34 das 200 plantas mortas, mortalidade esta observada majoritariamente
nos primeiros 10 dias de aclimatizacdo. A maior parte dos colmos aclimatizados
individualmente estabelereceram-se apos 25 dias em touceiras de trés a cinco colmos

permanecendo até os 50 dias

Nos primeiros 10 dias de aclimatizacdo observa-se que as plantas apresentam um

crescimento de colmo reduzido, de 9,1 cm para 9,7 cm em média, com crescimento de 0,7
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%.dia™!, passando para a marca de 13,9 cm em média aos 25 dias (2,9 %.dia) e finalizando o
periodo de crescimento com 16,8 cm em média aos 50 dias (0,8 %.dia™"). Observou-se que o
maior ganho de comprimento em colmos foi observado no periodo de 10 a 25 dias de
aclimatizac¢dao. Houve, apds 50 dias, um incremento de 7,7 cm no comprimento dos colmos, dos

quais 4,2 cm ocorreram no periodo de 10 a 25 dias (Figura 15).

Quanto ao crescimento das raizes, nos primeiros 10 dias as plantas apresentaram um
crescimento acentuado, passando de 1,2 cm para 4,5 cm em média, com crescimento de 27,5
%.dia™!, passando para a marca de 8,2 cm em média aos 25 dias (5,5 %.dia™") e finalizando o
periodo de crescimento com 9,1 cm em média aos 50 dias (0,4 %.dia™!). Portanto, o maior
incremento no comprimento das raizes foi observado no periodo de 0 a 10 dias de aclimatizagao.
Houve, apds 50 dias, um incremento de 7,9 cm no comprimento das raizes, dos quais 3,3 cm

ocorreram no periodo de 0 a 10 dias (Figura 15).
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Figura 15: Crescimento de colmos e raizes em plantas micropropagadas de Dendrocalamus
asper submetidas a aclimatizacao por um periodo de tempo de 50 dias e o ganho percentual
diario nos intervalos de 0 a 10, 10 a 25 € 25 a 50 dias.

No que diz respeito a quantidade de 6rgdos emitidos, tendo sido avaliados folhas e
raizes, houve diferenca significativa nos diferentes periodos de avaliagdo. As plantas
inicialmente apresentavam em média 6,1 folhas passando para 6,7 folhas em média por colmo
(1,0 %.dia"). Aos 25 dias os colmos apresentaram 10,1 folhas em média (3,4 %.dia!) e

finalizando o periodo com 10,3 folhas aos 50 dias (0,1 %.dia'). O maior incremento na
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quantidade de folhas foi observado no periodo de 10 a 25 dias de aclimatizagdo. Houve um
incremento total no periodo de em média 4,2 folhas por colmo, sendo que destas, 3,4 folhas

foram emitidas no periodo de 10 a 25 dias (Figura 16).

Ao observar a emissdo de raizes, observa-se que inicalmente os colmos apresentavam
em média 1,97 raizes passando para 2,4 raizes apds 10 dias de aclimatizacdo (1,0 %.dia™"),
aumentando para 4,8 raizes aos 25 dias (4,8 %.dia™!) e finalizando o periodo de aclimatizacio
com 6,2 raizes por colmo (1,2 %.dia™"). O aumento mais intenso no nimero de raizes emitidas
ocorreu no periodo de 10 a 25 dias. Houve um incremento total 4,2 raizes no periodo de 50 dias,

nas quais 2,4 raizes foram emitidas no periodo de 10 a 25 dias (Figura 16).
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Figura 16: Numero de folhas e raizes em plantas micropropagadas de Dendrocalamus asper
submetidas a aclimatiza¢do por um periodo de tempo de 50 dias e o ganho percentual didrio
nos intervalos de 0 a 10, 10 a 25 ¢ 25 a 50 dias.

Ao observar a area foliar média das plantas no processo de aclimatiza¢ao observa-se
que esta permanece praticamente inalterada no intervalo dos 10 primeiros dias, passando de
3,05 cm-2 de area foliar para 3,3 cm-2, com crescimento de 1,0 %.dia-1. No periodo de 10 a 25
dias, a 4rea atingiu 10,9 cm™, com acréscimo de 15,0 %.dia! e ao fim do periodo de 50 dias,
atingiu 36,1 cm? com aumento de area de 9,2 %.dia™!. Observou-se que o maior incremento de

area foliar comegou aos 10 dias com aumento geométrico até os 50 dias (Figura 17).
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Figura 17: Incremento de area foliar em plantas micropropagadas de Dendrocalamus asper
submetidas a aclimatizagdo por um periodo de tempo de 50 dias e o ganho percentual dirio
nos intervalos de 0 a 10, 10 a 25 ¢ 25 a 50 dias.

Ao analisar o comportamento geral das plantas no processo de aclimatiza¢io observar-
se que as plantas ao iniciarem o processo de aclimatizagdo até os 10 primeiros dias priorizam o
crescimento vertical das raizes existentes no substrato, buscando melhorar sua capacidade de

nutri¢ao e absorcao de agua no substrato (Figura 18).

O periodo de 10 a 25 dias ¢ extremamente importante, pois € 0 momento em que ocorre
de forma mais intensa o aumento do numero de folhas, aumento de area foliar, aumento no
crescimento dos colmos e emissdo de novas raizes. H4, portanto, nos primeiros 10 dias de
aclimatizacdo um processo de estresse de origem ambiental sobre as plantas de Dendrocalamus
asper, posteriormente, entrando em uma fase de desenvolvimento completo da parte aérea e

sistema radicular (Figura 18).

No periodo de 25 a 50 dias, ha uma paralizacdo das emissdes foliares e radiculares,
crescimento reduzido de raizes e colmos, e um incremento progressivo da area foliar. Nesta
fase, a planta se dedica em aumentar sua 4rea fotossintética, absorvendo nutrientes a partir de

um sistema radicular ja estabelecido (Figura 18).
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Figura 18: Evolugdo da parte aérea e sistema radicular do Dendrocalamus asper ao longo do
processo de propagacdo in vitro, pré-aclimatizacdo e aclimatizacdo. Legenda: IM. Inicio da
Fase de Multiplicagdao; FM. Final da Fase de Multiplicagdo; PA. Final da fase de Pré-
aclimatizagao in vitro; 10D. 10 dias de aclimatizacao; 25D. 25 dias de aclimatizac¢ao; 35D. 35
dias de aclimatizagdo; 50D. 50 dias de aclimatizagao.

Estudos anteriores demonstram que plantas cultivadas in vitro geralmente apresentam
alteracdes morfofisioldgicas quando comparadas as condi¢cdes de campo, mudangas estas que
influenciam severamente os processos metabdlicos e fisiologicos associados a fotossintese e a
transpiragdo. Plantas quando mantidas in vitro, adquirem caracteristicas de plantas de sombra
e ao serem transferidas as condig¢des ex vitro, causam fotoinibi¢ao ou fotoxidagao da clorofila,
levando a maior mortalidade quando ndo pré-aclimatizadas (HAZARIKA, 2006; FAISAL;
ANIS, 2009).

Em espécies citricas observa-se que ha processos de alteracdao no padrao de crescimento
e emissdo de raizes, com posterior desenvolvimento da parte aérea no processo de
aclimatizacdo. A taxa de sobrevivéncia deste agrupamento de plantas foi menor quando as
plantas foram transferidas do meio de multiplicagdo diretamente para o sistema de

aclimatizac¢do, com aumento de propagulos mortos. A reducao das perdas foi constatada quando
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as mesmas plantas foram submetidas a etapa da pré-aclimatizacdo com maior enraizamento e

crescimento de brotos ainda no ambiente in vitro (SOARES; MIRANDA, 2016).

Em estudos realizados com aclimatizagdo de cafeeiro, as plantas apresentaram intenso
desenvolvimento radicular até os 30 primeiros dias do processo de aclimatizagdo,
posteriormente com desenvolvimento foliar até os 90 dias de aclimatiza¢do, com taxas de perda
de até 40% das plantas nos primeiros 20 dias, diante do estresse térmico e hidrico. As mudas
de café apresentaram maior desenvolvimento quando apresentavam primordios radiculares em

maiores concentragdes inicialmente (SANTOS et al., 2014; GONCALVES et al., 2019).

Observa-se que a maioria das espécies apresenta perdas de plantas micropropagadas
quando introduzidas no processo de aclimatizagdo diretamente, perdas estas que ficam menos
intensas quando passam pelo periodo de pré-aclimatizagao in vitro. Além disso, a maior parte
das plantas ao iniciarem o processo de aclimatizagdo sofrem estresse térmico, luminoso e
hidrico, buscando desenvolver inicialmente seu sistema radicular no substrato e posteriormente,
sua parte aérea, equilibrando absor¢do de dgua e nutrientes inicialmente e desenvolvendo seu

sistema fotossintético.
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5.4 Conclusoes

- Durante o processo de pré-aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
Dendrocalamus asper ocorre diminuicdo da oxidacdo ainda no sistema in vitro, além de
emissdo de primoérdios radiculares e foliares preparando o material para o processo de

aclimatizacgao;

- No processo de aclimatizagdo as plantas de Dendrocalamus asper desenvolvem em
comprimento suas raizes nos primeiros 10 dias de aclimatizacao, sendo que dos 10 aos 25 dias
de aclimatizacdo ocorre o maior desenvolvimento do caule em comprimento, emissdo de novas

raizes e folhas, assim como expansao da area foliar;

- Considerando-se que a pré-aclimatizagdo e aclimatizagdo sdo etapas que t€m como
objetivo adaptar gradualmente o metabolismo da planta as condigdes de campo, recomenda-se
que o processo de pré-aclimatizagdo dure ao menos 40 dias, proporcionando um bom processo
de transi¢do para a etapa de aclimatizacdo de mudas micropropagadas de Dendrocalamus asper.
Recomenda-se um periodo de aclimatizacdo por um periodo de tempo de ao menos 50 dias em
estufa de nebulizagdo, com sucesso no estabelecimento de plantas, apresentando bom

desenvolvimento dos 6rgdos foliares e radiculares no periodo de 10 a 25 dias de aclimatizacao.
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6. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Através do presente estudo € possivel concluir que ha efeitos positivos do método de
propagagdo em clusters da espécie Dendrocalamus asper no sistema de propagagdo in vitro,
baseado na melhora dos parametros avaliados e na otimizacao do processo. H4, entretanto, um
equilibrio ténue que ndo deve ser desconsiderado no uso desta técnica, em que a propagacao na
forma de colmos individualizados ou clusters com muitos colmos ndo ¢ recomendada. Neste
sentido, recomenda-se que na propagacao in vitro de Dendrocalamus asper, especificadamente
na fase de multiplicacdo, que as plantas sejam conduzidas em aglomerados de no méximo trés

colmos e quatro aglomerados por frasco, nas respectivas condigdes deste experimento.

Das perspectivas de estudo para a fase de propagacao in vitro por clusters ha destaque
para a elucida¢ao dos hormodnios vegetais e acticares envolvidos no desenvolvimento in vitro
desta espécie. Além disso, a ocorréncia de plantas albinas e oxidadas ¢ mediada por fatores
ainda pouco conhecidos. Ha necessidade, portanto, de estudos aprofundados relacionados ao
efeito destes eventos na eficiéncia do processo de propagacdo in vitro e as moléculas envolvidas
no sistema de defesa e senescéncia destas plantas. A ocorréncia de albinismo além do ja
mencionado, apresenta possibilidades de inumeros estudos, como o de categorizacdo dos
diferentes niveis de aclorofilamento das plantas e o efeito das condi¢des in vifro na ocorréncia
deste evento, observando possiveis alteracdes genéticas e/ou epigenéticas no material. A
continuidade do estudo envolvendo a propagagdo in vitro de Dendrocalamus asper na forma
de clusters ¢ fundamental para embasar o uso da técnica nesta e em outras espécies que

apresentam habito de crescimento semelhante, com potencial de uso nas mesmas condigdes.

No que diz respeito a fase de pré-aclimatizagdo e aclimatiza¢do o estudo comprovou a
eficiéncia no estabelecimento de plantas micropropagadas de Dendrocalamus asper em
condigdes ex vitro, com boa resposta no desenvolvimento aéreo e radicular, emissao e formagao
de novos orgdos vitais para a sobrevivéncia das plantas em condi¢des de campo. Como
perspectivas ha necessidade de futuros estudos voltados a fase de pré-aclimatizagdo e
aclimatizacdo da espécie, definindo o periodo de cada etapa, substrato e ambiente mais
adequado, além de estudos fotossintéticos mais aprofundados na fase de transi¢ao in vitro para
ex vitro, monitorando possiveis respostas de estresse e adaptagao do material vegetal. De forma
geral, esta dissertacdo respondeu suas hipoteses iniciais e concluiu seus objetivos previamente
estabelecidos, permitindo a continuidade de novas pesquisas nas areas de fisiologia,

biotecnologia e conservacao dos recursos genéticos vegetais para fins cientificos ou produtivos.
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