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RESUMO

O bioma Mata Atlantica ¢ considerado um Hotspot de biodiversidade. Nesse bioma, encontra-
se a familia Bromeliaceae. Vriesea Lindl € considerado o terceiro maior género de bromélia no
Brasil. Vriesea reitzii Leme & A.F. Costa ¢ uma bromélia epifita e endémica considerada na
categoria "Vulneravel" (VU). No cultivo in vitro de bromélias além da micropropagacao
tradicional, baseado em organogénese e embriogénese somatica, € possivel observar um padrao
de resposta morfogénico caracteristico e diferencial. Este padrao ¢ definido como culturas
nodulares (CNs). Protocolos para a inducdo de CNs em V. reitzii ja foram estabelecidos. A
criopreservacao ¢ utilizada para a conservagao dos recursos genéticos vegetais a longo prazo.
A vitrificagdo ¢ uma das técnicas existentes de criopreservacdo. A luz ¢ um fator muito
importante para o desenvolvimento e recuperagdo das plantas apds a criopreservacao. As
alteragdes luminosas no ambiente de cultivo proporcionam ajustes do aparelho fotossintético
das plantas, os quais resultam na maior eficiéncia na absorcdo e transferéncia de energia para
os processos fotossintéticos. Nesse sentido, os teores dos pigmentos cloroplastidicos, como as
clorofilas e carotenoides, podem ser utilizados como importantes marcadores de adaptacao do
vegetal. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de diferentes espectros luminosos na
recuperagdo de cultura nodulares de Vriesea reitzii criopreservadas, e na germinagdo de suas
sementes. CNs foram induzidas, previamente, foram desidratadas por 15min em solu¢do PVS2
e submetidas criopreservagdo. Na fase de recuperagdo, as culturas foram expostas a diferentes
espectros luminosos por 45 dias. Os maiores percentuais obtidos na recuperagdo de culturas
nodulares, no sistema in vitro, foram no espectro de luz branco (75%) e fluorescente (56,25%).
Nao foi possivel observar alteragdes anatdmicas e histoldgicas nas culturas criopreservadas,
bem como, nos diferentes espectros de luz na recuperagdo. Na germinacdo de sementes em
diferentes espectros de luz, de forma geral, os resultados mais expressivos obtidos foram nos
espectros de luz fluorescente, principalmente, na varidvel altura de plantula (5,47cm), massa
fresca (0,0785g), massa seca (0,0070g), comprimento de raiz (1,45cm) e nimero de folhas por
plantula (4,50folhas). Plantulas submetidas ao espectro de luz azul ndo desenvolveram raizes.
Os maiores tores de clorofila a e b foram observados em plantulas cultivados em espectro de
luz fluorescente (0,29 mg.g”! MF) e em azul (0,44 mg.g"' MF). O maio teor de clorofila totais
foi encontrado no espectro de luz fluorescente (0,63 mg.g”! MF).Enquanto que, o maior teor de
caratendides em plantulas submetidos ao espectro de luz azul (0,88 mg.g”' MF). As maiores
taxas de recuperagdo ap0s a criopreservagao foram obtidas nos espectros fluorescente e branco.
Em relacdo as taxas de germinagdo, todos os tratamentos obtiveram bons indices de
germinagdo, porém o espectro de luz fluorescente teve destaque na varidvel tamanho de plantula
quando comparado aos demais tratamentos. No entanto, os maiores teores de clorofila total e
carotenoides foram observados no cultivo com o espectro de luz azul. Concluimos que a
recuperagao de CNs de Vriesea reitzii ap6s a criopreservacao ¢ afetada por diferentes espectros
luminosos e que todos os tratamentos obtiveram bons indices de germinagao.

Palavras-chave: LEDs, Vitrificagdo, Conservagao ex situ, analises morfoanatdmicas, teor de
pigmentos.



ABSTRACT

The Atlantic Forest biome is considered a biodiversity hotspot. In this biome, the Bromeliaceae
family is found. Vriesea Lindl is considered the third largest genus of bromeliads in Brazil.
Vriesea reitzii Leme & A.F. Costa is an epiphytic and endemic bromeliad considered in the
"Vulnerable" (VU) category. In the in vitro culture of bromeliads, in addition to traditional
micropropagation, based on organogenesis and somatic embryogenesis, it is possible to observe
a characteristic and differential morphogenic response pattern. This pattern is defined as
nodular cultures (NCs). Protocols for the induction of NCs in V. reitzii have already been
established. Cryopreservation is used for the long-term conservation of plant genetic resources.
Vitrification is one of the existing cryopreservation techniques. Light is a very important factor
in the development and recovery of plants after cryopreservation. Light changes in the
cultivation environment provide adjustments to the photosynthetic apparatus of plants, which
result in greater efficiency in the absorption and transfer of energy for photosynthetic processes.
In this sense, the levels of chloroplast pigments, such as chlorophylls and carotenoids, can be
used as important markers of plant adaptation. The objective of this work was to investigate the
effect of different light spectra on the recovery of cryopreserved nodular cultures of Vriesea
reitzii and the germination of their seeds. NCs were induced, previously dehydrated for 15min
in PVS2 solution, and submitted to cryopreservation. In the recovery phase, the cultures were
exposed to different light spectra for 45 days. The highest percentages obtained in the recovery
of nodular cultures, in the in vitro system, were in the white (75%) and fluorescent (56.25%)
light spectrum. It was not possible to observe anatomical and histological alterations in the
cryopreserved cultures, as well as in the different light spectra in the recovery. In the
germination of seeds in different light spectra, in general, the most expressive results were
obtained in the fluorescent light spectra, mainly in the variable seedling height (5.47cm), fresh
mass (0.0785g), dry mass (0.0070g), root length (1.45cm) and several leaves per seedling
(4.50leaves). Seedlings subjected to the blue light spectrum did not develop roots. The highest
levels of chlorophyll a and b were observed in seedlings grown in fluorescent light spectrum
(0.29 mg.g-1 MF) and in blue (0.44 mg.g-1 MF). The highest total chlorophyll content was
found in the fluorescent light spectrum (0.63 mg.g-1 MF). While the highest carotenoid content
in seedlings subjected to the blue light spectrum (0.88 mg.g-1 MF). The highest recovery rates
after cryopreservation were obtained in the fluorescent and white spectra. Regarding
germination rates, all treatments had good germination rates, but the fluorescent light spectrum
was highlighted in the seedling size variable when compared to the other treatments. However,
the highest levels of total chlorophyll and carotenoids were observed in the cultivation with the
blue light spectrum. We concluded that the recovery of NCs from Vriesea reitzii after
cryopreservation is affected by different light spectra and that all treatments had good
germination rates.

Keywords: LEDs, Vitrification, Ex-situ conservation, morphoanatomical analyses, pigment
content.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O bioma Mata Atlantica ¢ considerado um Hotspot de biodiversidade (MYERS et al.,
2000) e um dos mais ameacados do planeta. Devido ao grande avango dos centros urbanos e
rurais do pais, esse bioma foi o que sofreu as maiores perdas (METZGER, 2009). Entre os
diversos elementos floristicos da Mata Atlantica, encontra-se a familia Bromeliaceae, que
representa um importante componente deste bioma. As espécies pertencentes a essa familia
formam um micro-habitat estabelecendo relagdes com outras espécies, o que contribui
significativamente para a estabilidade e biodiversidade do ecossistema onde estdo inseridas
(BENZING, 2000; MARTINELLI, 2000; DEZERALD et al., 2018). Infelizmente, o nimero
de espécies ameagadas desta familia vem crescendo devido principalmente a devastagdao dos
seus habitats naturais (REITZ, 1983; MARTINELLI et al., 2008). Na tentativa de preservar
esse bioma, € consequentemente as espécies que dependem dele, varios cientistas tém
concentrados seus esforcos no maior entendimento das relagdes ecologicas existente entre as
espécies, visando a protecdo de seus remanescentes florestais ou de sua restauracao (RIBEIRO
et al, 2009).

Com ocorréncia em todo o continente americano, a familia Bromeliaceae é dividida
em oito subfamilias, sendo elas: Bromelioideae; Tillandsioideae; Navioideae; Brocchinioideae;
Lindmanioideae; Pitcairnioideae; Hechtioideae; Puyoideae. A familia compreende 3584
espécies, as quais distribuem-se em 75 géneros. Mais de 50% das espécies de bromélias
encontradas atualmente sdo epifitas e 40% das bromélias registradas na Mata Atlantica se
enquadram em alguma categoria de ameaca (MATTINELLI et al., 2008). A subfamilia
Tillandsioideae Harms, ¢ a maior das oito subfamilias que ocorre desde os Estados Unidos até
o sul do Chile e que compreendendo cerca de 40% de espécies (BARFUSS et al., 2016). Vriesea
Lindl ¢ considerado o terceiro maior género de bromélia no Brasil, com aproximadamente 290
espécies (DA COSTA et al. 2014, BARFUSS et al. 2016), o segundo género mais diverso de
Tillandsioideae compreendendo cerca de 226 espécies e € também considerado o quinto género
com maior diversidade dentre as angiospermas da Mata Atlantica (STEHMANN et al., 2009).

O bioma Mata Atlantica ¢ considerado o principal centro de diversidade do género
Vriesea (DA COSTA et al., 2014), com novos tdxons e novas localidades desse género sendo
continuamente descobertos (KESSOUS et al; 2018). A exuberancia de suas formas e cores,
bem como a sua baixa demanda de manutencao e sua facil adaptacdo a pequenos jardins, tornam
as bromélias populares entre os paisagistas e jardineiros que reconhecem seu potencial

ornamental (ALINE et al., 2015).
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Vriesea reitzii Leme & A.F. Costa (Figura 1) ¢ uma bromélia epifita e endémica, ocorre
no sul do Brasil em altitudes entre 750 ¢ 1.200m, nos dominios da Floresta Ombroéfila Mista
(LEME; COSTA, 1991). A espécie ¢ considerada “quase ameagada” segundo a Lista Vermelha
de Ameaga da Flora Brasileira 2014 do CNCFlora, devido ao fato de que a Araucaria
angustifolia, que ¢ o seu habitat epifito primario, teve suas populagdes naturais extremamente
reduzidas e encontra-se na categoria "Vulneravel" (VU) (CNCFlora, 2012; CONSEMA-RS,
2002; FLORA DIGITAL, 2012;).

Figura 1: Vriesea reitzii in situ.
Fonte: Pescador, R., 2022.

As técnicas de propagacdo sdo importantes instrumentos de conservagdo ex sifu de
espécies nativas. A conservacao ex situ pode ser definida como o processo pelo qual uma
determinada planta ¢ conservada fora do seu habitat natural (VEIGA et al., 2009). E a
propagacao in vitro ou micropropagac¢ao, em especial, tem sido um procedimento ex sifu muito
eficaz na propagagdo de bromélias, minimizando a retirada de espécies da natureza, permitindo
a manutencao e o conhecimento que vise a sua utilizagdo de maneira sustentavel. Assim como
tem sido considerada importante estratégia para conservacao do germoplasma vegetal
(CARVALHO et al., 2008)

A propagacdo natural das bromélias pode ser realizada de duas maneiras: vegetativa
(assexuada) e reprodutiva (sexuada). A propagag¢ao reprodutiva € realizada por sementes. Esse

processo ¢ considerado de grande importancia na conservagdao de germoplasma de bromélias
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ameagadas de extingdo, uma vez que assegura a variabilidade natural e a diversidade genética
dessas espécies (JUNGHANS & SOUZA, 2009). Na propagacao assexuada formam-se brotos
a partir da planta-mae. Essas brotacdes — que normalmente saem por estolhos ou rizomas da
base da planta — surgem durante ou apds a floracao, e podem ser separados da planta-mae para
a formagdo de novas mudas. As desvantagens desse processo sdo: o numero limitado de
brotagdes, originando poucos filhos/planta/ano; a maior chance de disseminacdo de doengas;
além de agravar ainda mais a situa¢ao de muitas espécies ameagadas, uma vez que a planta
matriz pode ser danificada ou retirada no processo (KAMPLF, 2005).

A micropropagacao de bromélias silvestres ou ornamentais tem sido uma estratégia
que vem sendo adotada com a finalidade de minimizar os efeitos da pressdo antrdpica sobre o
germoplasma dessas espécies. A possibilidade de obtencdo de um grande numero de plantas
faz dessa tecnologia uma ferramenta de importancia significativa para a conservagdo dessas
espécies. Adicionalmente, o estabelecimento de protocolos de multiplicagdo in vitro permite a
produ¢do de mudas em larga escala para comercializagdo, evitando, assim, a atividade
extrativista e de conotacdo ilegal que vem sendo realizada com essas plantas (WITHERS &
WILLIAMS, 1998; KAMPLF, 2005).

Quando se fala de cultivo in vitro de bromélias, além da micropropagacdo tradicional
¢ possivel observar também um padrdo de resposta morfogénico diferente dos quais estamos
acostumados baseados em organogénese e embriogénese somatica. Este padrao observado ¢
definido como culturas nodulares (CNs) (GEORGE, 1993). CNs nada mais sdo do que
aglomerados de nddulos organogénicos com coloragdo verde-amarelada a translicida e textura
friavel ou levemente compacta. Protocolos para a indu¢do de CNs em V. reitzii foram
estabelecidos e este modelo regenerativo representa uma estratégia eficiente para a
micropropagacdo dessa espécie em larga escala (GUERRA; DAL VESCO, 2010; SCHERER
et al., 2013; DAL VESCO et al., 2014). As CNs por apresentarem uma elevada capacidade
regenerativa, resultando na produ¢do de brotos adventicios, faz com que elas sejam fortes
candidatas para atuarem em processos de criopreservacao, auxiliando assim na conservagao a
longo prazo dessa espécie ameacgada.

Existem diferentes estratégias que podem ser utilizadas para a indu¢do de CNs em
bromélias. Sua origem pode ser encontrada a partir da base foliar (ALVES et al., 2004;
GUERRA; DAL VESCO 2010; SCHERER et al., 2013; DAL VESCO et al., 2014;
CORREDOR-PRADO etal., 2015), de sementes (DAL VESCO et al. 2014) e segmentos nodais

(DAL VESCO et al. 2011). Estudos relacionados as caracteristicas histoquimicas durante a
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inducdo de CNs a partir da base foliar e de sementes de V. reitzii, demonstraram que a formagao
dessas estruturas parece estar associada ao meristema radicular e caulinar do embrido quando
originadas a partir das sementes (DAL VESCO et al., 2014; CORREDOR-PRADO et al., 2015),
e relacionada com os meristemas intercalar e marginal quando gerada a partir dos explantes
foliares (CORREDOR-PRADO et al., 2015).

Dentre as técnicas de conservagdo, a criopreservagdo ¢ considerada uma técnica
promissora para a conservagdo dos recursos genéticos vegetais, incluindo espécies raras ou
ameacadas de extingdo (ENGELMANN, 2011; WYSE et al., 2018). A técnica consiste
principalmente no armazenamento de materiais bioldégicos em temperaturas ultrabaixas (-
196°C), capazes de interromper a divisdo celular e a maioria dos processos metabdlicos e
fisicos, garantindo assim a conservagao do material biologico a longo prazo (ENGELMANN,
2013). Além disso, apresenta algumas vantagens em relacdo a outros métodos de conservagao
como menor necessidade por espaco e mao-de-obra, bem como menor risco de variagdes
somaclonais (VILLA; 1995; ENGELMANN; 2013).

Atualmente existem diversas técnicas de criopreservacdo (FUNNEKOTTER et al.,
2017), que se baseiam no principio da vitrificagdo. A vitrificacdo ¢ definida como a transigao
da 4gua diretamente da fase liquida para uma fase amorfa ou vitrea, evitando assim a formagao
de cristais de gelo intracelular (FAHY et al. 1984). Para que seja possivel conseguir atingir este
estado, se faz o uso de solugdes crioprotetoras concentradas, que proporcionam o aumento da
viscosidade celular, causando uma desidratacao celular adequada e resultando na supressao da
formacao de gelo (VOLK et al., 2006). Dessa forma, ¢ possivel evitar a ruptura de membranas
celulares e a perda de permeabilidade das células, geralmente decorrentes do
congelamento/descongelamento (SAKALI et al., 1990). Esta etapa, conhecida por desidratagao,
¢ de extrema importancia para garantir a sobrevivéncia e a integridade genética e fisiologica
apos a criopreservacio do material biologico (GONZALEZ-ARNAO et al., 2013).

As solugdes de vitrificagdo PVS (Plant Vitrification Solution) sdo as solu¢des mais
conhecidas e utilizadas de desidratacdo e foram desenvolvidas justamente para desidratar
materiais antes da criopreservacdo (VOLK et al.,, 2006; STEGANI et al., 2017). Os
componentes destas solu¢cdes podem ser ou ndo ser permedveis a membrana celular (PANIS et
al., 2006). Dentre os componentes mais utilizados estdo: glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO),
etilenoglicol, propilenoglicol e metanol, seguidos por uma grande variedade de acucares,
particularmente sacarose, trealose e rafinose (SAKAI et al., 1990; SAKAI; ENGELMANN,
2007; BENSON 2008). Alguns destes agentes podem ser toxicos para determinadas espécies,
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como ¢ o caso do DMSO. Sendo assim, ¢ de suma importancia a defini¢do do tipo de solucao
a ser utilizada para o processo de desidratacdo, bem como o tempo de contato dos materiais
com a solucgdo definida (SAKAI et al., 2008).

Algumas espécies vegetais nao conseguem suportar as condigdes adversas da
criopreservacdo ¢ nem do uso de solugdes PVS. A partir disso, foi desenvolvida uma
metodologia baseada no encapsulamento do explante por gelificagdo chamada de
encapsulamento-desidrata¢dao. Nessa técnica, o explante ¢ envolto em uma gota de alginato de
sodio (2-3%), e com o auxilio de uma pipeta, ¢ colocado em uma solucdo cationica de cloreto
de calcio por aproximadamente 30 minutos para que seja possivel formar uma cépsula protetora
ao redor do explante. Esses explantes encapsulados sdo desidratados osmoticamente em
solugdes de sacarose ou com silica gel em camera de fluxo laminar antes da imersdo em
nitrogénio liquido (NL) (NIINO et al., 2015; KULUS; ZALEWSKA, 2014; ROQUE-BORDA
et al; 2021). Por sua vez o encapsulamento-vitrificacdo, baseia-se na mesma técnica do
encapsulamente-desidratacdo, porém, ao invés do uso de solugdes de sacarose ou da silica gel
para a desidratacao, se faz o uso de solugcdes de vitrificagdo como a PVS2 (LI et al., 2017; BI
etal., 2017).

Quando se fala de criopreservacao na familia Bromeliaceae, o uso dessa técnica foi
relatado em espécies selvagens e domesticadas do género Ananas spp., sendo criopreservados
apices, calos organogénicos ¢ polen (MARTINEZ-MONTERO et al., 2012; SOUZA et al.,
2016; SOUZA et al., 2018). Outros trabalhos descrevem a criopreservacao de graos de pdlen
de espécies dos géneros Aechmea spp., Guzmania spp., Tillandsia spp. e Vriesea spp.
(PARTON et al., 2002; SOUZA et al., 2018), além do éxito na criopreservacao de sementes de
espécies dos géneros Alcantarea Spp., Dyckia spp., Encholirium spp., Nidularium spp.,
Pitcairnia spp., Vriesea spp., Wittrockia Sp. (TARRE et al., 2007; PEREIRA et al., 2010;
HMELJEVSKI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014; FERRARI et al., 2016).

Estudos relacionados as sementes sugerem comportamento ortodoxo das espécies
avaliadas, uma vez que sobreviveram a dessecacdo e ao congelamento (MONTOYA-
SERRANO). As informagdes existentes sobre o processo de criopreservacao e armazenamento
ex situ de bromélias endémicas da Mata Atlantica ainda sdo insuficientes. Entretanto, este
conhecimento € essencial para o desenvolvimento de programas efetivos para a conservagao da
flora nativa (RODRIGUES et al., 2014). Além disso, o emprego da criopreservacao na

conservacdo de sementes ortodoxas também ¢ uma tendéncia, tendo em vista a baixa
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longevidade apresentada por algumas espécies nos bancos convencionais de sementes (LI;
PRITCHARD, 2009).

A luz € um fator muito importante tanto para o desenvolvimento da planta quando para
a recuperagao destas apos a criopreservagao. As plantas utilizam a luz como fonte de energia
no processo da fotossintese e respondem a essa energia de acordo com a intensidade,
comprimento de onda e direcdo de onde sdo emitidas. A luz tem efeito fotomorfogénico cuja
percepgao dos espectros luminosos ¢ realizada através de fotorreceptores, como os fitocromos
e os criptocromos, € a forma como reagem a esses receptores gera uma série de resposta
fisiologicas (MUNNER et al., 2014). Portanto, o espectro da fonte de radiacdo deve atender as
exigéncias da planta para que seja possivel realizar a fotossintese e o desenvolvimento
fotomorfogénico (BULA et al., 1991).

Um dos fatores mais importantes e que afetam de forma significativa a recuperagdo
das plantas ap6s a criopreservacao, ¢ a luz na qual o material vegetal ¢ exposto. De maneira
geral, o material criopreservados recupera-se na auséncia de luz ou em luz difusa por alguns
dias até sete dias apds a criopreservacio (GONZALES-ARNAO; ENGELMANN., 2008). A
luz intensa ¢ conhecida principalmente por causar estresse oxidativo apds a criopreservagao,
causando assim um efeito negativo na sobrevivéncia ap6s a criopreservacao (BENSON., 1990).

As fontes de luz mais comumente utilizadas em ambientes controlados como a sala de
crescimento de plantas sao as lampadas fluorescentes, iodetos metalicos, sodio em alta pressao
e lampadas incandescentes, porém essas lampadas foram projetadas para a iluminacdo de
ambientes internos humanos e sabemos que sua utilizagdo para o cultivo in vitro de plantas
apresenta limitagdes, pois os fotorreceptores de plantas diferem dos seres humanos (BULA et
al, 1991). Além disso, as lampadas fluorescentes emitem um amplo espectro luminoso que varia
de 350 a 750nm, incluindo comprimentos de onda desnecessarios e que sdo de baixa qualidade
espectral para promogao do crescimento vegetal (RAMIREZ-MOSQUEDA et al., 2017).

Devido a isso, um balanco espectral da fonte de luz, ou seja, uma forma que torne
possivel balancear os espectros mais vantajosos para a planta, pode contribuir para a sua
eficiéncia fotossintética e para a manutencao do balango térmico da sala de crescimento (BULA
et al, 1991). A fonte de radiagdo que possui maior eficiéncia elétrica, ¢ capaz de gerar maior
eficiéncia fotossintética e seria um beneficio significante em termos de pesquisa e aplicagdes
na producao de culturas (LAZZARINI, 2017). Devido a esse fator, sistemas que utilizem diodos

emissores de luz, ou seja ldmpadas LED, vem sendo utilizado em ambientes de crescimento
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controlado, principalmente pelos beneficios que podem trazer para as plantas (BULA et al.,
1991).

O uso das lampadas LED possui diversas vantagens, das quais podemos citar, tamanho
reduzido, intensidade e qualidade de luz ajustaveis, comprimento de onda especifico, bem como
a alta de conversao fotoelétrica (SILVA et al, 2014). Vantagens essas, que tornam o uso das
lampadas LED perfeitas para suportar o crescimento de plantas em ambientes controlados
(CHUNG et al., 2010). Lampadas LED sao um tipo tnico de diodo semicondutor, ¢ podem ter
um pico de emissdao de luz variando de 220 a 1.000nm, ¢ o primeiro dispositivo com a
capacidade do controle espectral que permite que os comprimentos de onda sejam ajustados aos
fotorreceptores vegetais, influenciando de forma satisfatéria a composicao e a morfologia nas
plantas (OLLE ; VIRSILE, 2013).

A fisiologia e o desenvolvimento das plantas sdo influenciados pelo espectro de luz
do ambiente proporcionado pelos LEDs, podemos citar o espectro de luz vermelha, verde, azul
e combinagdo de espectros (LAZZARINI, 2017). O espectro de luz azul por exemplo, estd
envolvido em vdrios processos fisiologicos, como o fototropismo, abertura dos estomatos,
morfogénese e funcionamento fotossintético das folhas (HALLIDAY, 2007). As lampadas
LEDs vermelha, imitem um espectro de luz proximo do maximo de absorbancia tanto da
clorofila como dos fitocromos (SUN et al., 1998).

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética das plantas, ao seu crescimento e a
adaptabilidade a diversos ambientes ¢ o contetido de clorofila e carotenoides (ZANELLA et al.,
2006). A clorofila a ¢ o pigmento utilizado para realizar a fase fotoquimica da fotossintese,
enquanto os demais pigmentos auxiliam na absor¢do de luz e na transferéncia de energia aos
centros de reagdo, esses sdo chamados de pigmentos acessorios, € os principais pigmentos
acessorios sao a clorofila b e os carotenoides (TAIZ et al., 2021). A clorofila b garante uma
maior eficiéncia na absor¢ao de energia luminosa, pois a sua captagdo de energia € feita ¢ feita
em comprimentos de onda diferentes daqueles obtidos nos demais pigmentos (LUTTGE, 2007).
Os carotenoides, além de serem extremamente importantes para a captacdo da luz, também
auxiliam no processo de fotoprotecdo dos pigmentos e dos cloroplastos (MERZLYAK;
SOLOVCHENKUO, 2002), além de ser fundamental para o aparato fotossintético pois impede o
dano fotoinibitorio (CARPENTIER, 1996). As alteragdes luminosas no ambiente de cultivo
proporcionam ajustes do aparelho fotossintético das plantas, os quais resultam na maior

eficiéncia na absorcdo e transferéncia de energia para os processos fotossintéticos. Nesse
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sentido, os teores dos pigmentos cloroplastidicos, como as clorofilas e carotenoides, podem ser

utilizados como importantes marcadores de ambientacdo do vegetal (SOUZA, 2011).

INSERIR AQUI INFORMACOES SOBRE AS LUZES NA RECUPERACAO POS
CRIO E INFORMACOES SOBRE GERMINACAO DE SEMENTES

Além dos aspectos fisiologicos e bioquimicos, caracteristicas morfoldgicas das plantas
e das células devem ser monitoradas. Nesta perspectiva, analises microscopicas sdo grandes
aliadas da criobiologia, principalmente porque nas diferentes etapas da criopreservagao, podem
ocorrer danos estruturais/mecanicos nas células, os quais podem ser verificados com auxilio
destas analises. Dentre os danos ja relatadas estdo a plasmolise (ZHANG et al., 2014; VOLK;
CASPERSEN et al., 2007), o aumento da vacuolizacdo celular, podendo ser seguido por
autofagia e morte celular programada (MCP) (WESLEY-SMITH et al., 2015), o aumento na
proporcao de heterocromatina em relagao a eucromatina (WEN et al., 2012; HERINGER et al.,
2013) e maior conteido de mitocondrias (BERJAK et al., 2012; ZHANG et al., 2014) bem

como alteragdes anatomicas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral:

Este estudo teve como objetivo geral investigar a influéncia de diferentes espectros
luminosos na recuperacao de cultura nodulares de Vriesea reitzii criopreservadas, bem como,

na germinacao de sementes de Vriesea reitzii.

1.1.2 Objetivos especificos:

- Identificar a relagdo dos espectros luminosos com a sobrevivéncia de cultura
nodulares criopreservadas;

- Analisar as alteragdes anatomicas e histologicas nas culturas nodulares
criopreservadas em relagdo aos espectros de luz;

- Observar as variagdes morfoldgicas das plantulas em relag@o aos diferentes espectros
de luz;

- Avaliar alteragdes no teor de pigmentos em plantulas de Vriesea reitzii.
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2 HIPOTESES

- A utilizacdo de diferentes espectros luminosos influenciard na recuperagdo das
culturas nodulares criopreservadas e na germinacao das sementes de Vriesea reitzii € podera ser
observada alteragdes anatomicas e histologicas, bem como, produzira variagdes morfologicas

nas plantulas em tamanho e teores de pigmentos.

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Santa Catarina no Nucleo de Pesquisas em Biotecnologia Vegetal e no Laboratério de
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, durante os meses de marco de 2020 a
dezembro de 2021. As sementes de Vriesea reitzii utilizadas no trabalho foram obtidas de uma
unica populacdo natural, no municipio de Curitibanos (SC), Brasil (27°17'02.7"S,
50°32'05.5"W). As sementes foram coletadas e armazenadas a -6°C até a utilizagdo no
experimento. As sementes foram coletadas durante a sua maturidade fisioldgica e tiveram seus

apéndices plumosos removidos.

3.1.1 Inducdo das culturas nodulares (CNs)

Culturas nodulares foram obtidas de acordo com a metodologia descrita abaixo,
desenvolvida por Dal Vesco et al. (2014a). Apos a desinfestacdo das sementes, foi realizada a
sua inoculagdo em tubos de ensaio com pontes de papel filtro contendo 10ml de meio de cultura,
composto pela formulacao salina MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e suplementado com
vitaminas de Morel, 30 g L' de sacarose e 4uM 4cido naftaleno acético (ANA). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C, 1,3atm, durante 15 minutos. As
CNs permaneceram nesse meio de cultura por um periodo de sete semanas em sala de
crescimento a 25 + 2°C com fotoperiodo de 16h de luz com intensidade luminosa de 50-60pumol
m? s, através de lampadas fluorescentes Philips 100W até a implementagio do experimento

de vitrificacgao.

3.1.2 Criopreservacio das culturas nodulares e recuperacio em diferentes espectros

luminosos
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Culturas nodulares foram submetidas ao processo de vitrificagdo antes de serem
criopreservadas, através da metodologia desenvolvida por Pradella (2019). Primeiramente,
aproximadamente oito amostras de CNs (£150mg de amostra) foram colocadas em criotubos
de 2mL e foram pré-cultivadas em meio de cultura MS liquido suplementado com sacarose 0,3
M a 25 °Cpor 1 h, logo ap6s, o meio foi retirado e colocado a solugao loading (meio MS liquido
+ 2,0 M de glicerol + 0,4 M de sacarose) a 25 °C durante 20 min. Ambas as solu¢des foram
colocadas até cobrir as amostras (aproximadamente 1300uL). Posteriormente, a solugdo de
loading foi retirada e adicionada a solucdo de vitrificagdo PVS2 (30% de glicerol, 15% de
etilenoglicol, 15% DMSO e 0,4 M de sacarose diluidos em meio MS liquido composto por
macro e micronutrientes e vitaminas de Morel) (SAKAI et al. 1990) a 25 °C por 15 min, essa
solugdo foi colocada até encher por completo os criotubos (aproximadamente 1900uL). Apos
os 15 min, os criotubos foram imersos em nitrogénio liquido (NL). Apés 24h em NL, os
criotubos foram retirados destas condigdes e entdo descongelados em banho-maria a 40 °C
durante 2 min, seguindo pela substituicdo dessa solugdo PVS2 pela solugdo de dilui¢ao
unloading (aproximadamente 1600uL) meio MS liquido + sacarose 1,2 M) a 25 °C por 20 min.
Ap6s esse periodo, as CNs passaram por uma segunda dilui¢do composta, por meio de cultura
MS liquido suplementado com sacarose 0,3 M a 25 °C por 60 min, conforme esquematizado
(Figura 2).

Para a recuperagdo, quatro amostras de CNs (£150mg/amostra) foram transferidas para
placas de Petri contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
gelificado (Phytagel® 2,0 g L) e suplementado com ANA (4 uM). As placas foram mantidas
em condi¢des de escuro por sete dias e por fim, transferidas para diferentes condigdes de luz
(Tabela 1). Nesta etapa, as CNs permaneceram em sala de crescimento com 25 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 h dia. O pH de todas as solu¢des descritas acima foi previamente corrigido
para 5,8 e esterilizados em autoclave a 121°C, 1,3 atm durante 15 minutos.

Apo6s 45 dias de cultivo in vitro sob diferentes espectros de luz, representados na
Tabela 1, avaliou-se a recuperagdo através da contagem do nimero de CNs que nao
apresentaram oxidacdo e que mantiveram sua cor habitual (verde). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos. Cada unidade
experimental foi constituida de uma placa de Petri contendo quatro amostras (£150mg/amostra)

de culturas nodulares por placa e oito repetigdes por tratamento. Dados de porcentagem foram

comparados com tabelas de contingéncia e testes de xz (p=0,05).
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(MS liquido com 1,2M de sacarose — 20min.)

<

8. Dilui¢sio 2
(MS liquido com 0,3M de sacarose — 60min.)

N/

9. Recuperacio no escuro
(MS gelificado, 4 uM de ANA - 7 dias)

N

10. Recuperacio nos diferentes espectros luminosos
(MS gelificado, 4 uM de ANA — 45 dias.)
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Figura 2: Fluxograma do protocolo de vitrificagdo para a criopreservagao de culturas nodulares

de Vriesea reitzii adaptado (PRADELLA, 2019).
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3.1.3Analises Anatomicas

Amostras representativas de CNs desidratadas por 15 minutos em solugao PVS2 e
criopreservadas de acordo com a figura 2, foram coletadas para analises morfologicas,
histologicas e anatomicas ap6s 45 dias em exposi¢do aos diferentes espectros luminosos. Estas
analises foram realizadas utilizando-se microscopio estereoscopio (Olympus® SZHI10)
equipado com uma camera (Olympus DP71), microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Para a microscopia luz, as amostras de CNs foram fixadas em paraformaldeido (5%)
em tampao fosfato 0,2 M (pH 7,2) por uma semana. Apoés a fixacdo, as amostras foram lavadas
trés vezes em tampao fosfato 0,2M, por 30 min. (BOUZON, 2006) e desidratadas em série
etilica gradual por 60 minutos (adaptado de Sanders et al., 1999). Apo6s a desidratagdo, as
amostras foram pré-infiltradas em historesina (Leica® HistoResin, Heidelberg, Alemanha) e
etanol 100% (PA) por uma semana e infiltradas com historesina por uma semana. Secg¢des
longitudinais e transversais de Sum das CNs foram obtidas com micrétomo rotativo
(SleeTechnik®), distendido em laminas com gota de 4gua, e mantido a uma temperatura de 42
+ 2° C. Apos a evaporagdo da dgua, as secgdes foram submetidas a coloragdo com azul de
toluidina (O'BRIEN et al., 1965). Aspectos relevantes foram identificados e capturados
utilizando microscopio (Olympus® BX-40) equipado com uma camera (Olympus DP71) do
Laboratdrio de Fisiologia de Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDG- - UFSC).

Para as analises de microscopia eletronica de varredura, amostras de CNs foram
fixadas em solucdo de paraformaldeido 5%, sacarose 2% e tampao fosfato de sodio 0,2M em
vacuo por uma semana, seguida de lavagem e desidratagdo em série crescente de gradiente
etilico (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) durante 60 minutos (adaptado de
Schmidt et al. 2012). Apds a desidratagdo as amostras foram submetidas ao ponto critico (Leica
CPDO030) e aderidas sobre suportes de aluminio (stubs), com o auxilio de fita de carbono dupla
face. Posteriormente foi realizado o recobrimento das amostras com 20nm de ouro, em
metalizador (Leica SCD500) (Schmidt et al., 2012). As amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM-6390LV), no Laboratério

Central de Microscopia Eletronica (LCME-UFSC).



28

3.2 INFLUENCIA DE DIFERENTES ESPECTROS LUMINOSOS NA GERMINACAO

3.2.1 Germinacio de sementes de Vriesea reitzii em diferentes espectros luminosos

Sementes de Vriesea reitzii foram desinfestadas seguindo o protocolo desenvolvido
por Dal Vesco et al. (2014) que sugere que as sementes sejam desinfestadas por alcool 70%
(3min.), seguido por hipoclorito de sodio 2% por um periodo de 35 minutos, seguido por triplice
lavagem em agua destilada autoclavada. Apds a desinfestagdo, as sementes foram colocadas em
frascos contendo 25ml de meio de cultura, gelificado com 6,0 g L' de 4gar, composto pela
formulagdo salina MS isento de fitorreguladores, e suplementado com vitaminas de Morel, ¢ 30
g L-1 de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
121°C, 1,3atm, durante 15 minutos.

Apo6s a inoculagao das sementes, os frascos foram vedados com plastico filme e
acondicionados sob diferentes espectros luminosos para germinacdo (Tabela 1). As andlises
morfométricas e bioquimicas foram realizadas apos 90 dias de cultivo. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos. Cada repeti¢ao foi

composta por 1 frasco contendo 10 sementes cada. Foi realizada 4 repetigdes por tratamento.

Tabela 1: Tratamentos com diferentes espectros luminosos e seus respectivos comprimentos de
onda utilizado no experimento.

Tratamentos Comprimento de Onda
Luz Fluorescente Branca 350 a 750nm
Luz LED Branco 400 a 700nm
Luz LED Azul/Vermelho 450nm e 665nm
Luz LED Vermelho 660nm
Luz LED Azul 470nm

3.2.2 Analises morfométricas

As andlises realizadas foram: massa fresca (mg), massa seca (mg) nimero de plantulas,
numero de folhas por plantulas, altura das plantulas, comprimento de raiz e nimero de raiz. O
nimero de plantulas, folhas por plantulas e nimero de raiz, foram minuciosamente observados
e quantificados. Os comprimentos das plantulas e raizes foram determinados com o auxilio de

um paquimetro medindo sempre da base da plantula até a altura da maior folha (altura da
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plantula), e da base da plantula até o final da raiz (comprimento de raiz). As analises foram
realizadas ap6s 90 dias de cultivo in vitro.

Posteriormente, os brotos foram pesados em balanga analitica Shimadzu AUY 220,
para quantificagdo da massa fresca. Apos, as mesmas plantas foram utilizadas para analise de
massa seca. Para isso as plantas foram colocadas em placas de petri de vidro abertas e
posteriormente depositadas em estufa de secagem e esterilizagdo Solab SL100 a 65°C por 72
horas. Apds esse periodo, as plantas foram pesadas e obteve-se a massa seca. O delineamento
experimental para essa analise foi composto por 4 repetigdes por tratamento sendo cada
repeti¢do composta por uma placa de petri contendo 5 brotos aleatorios.

As analises estatisticas foram feitas pelo software Genes/UFV. Os dados foram
convertidos em log(x+2) e submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey com nivel de significancia de 5%.

3.2.3 Analises Bioquimicas

Os parametros bioquimicos analisados foram os teores de clorofilas a e b, ¢
carotenoides, além do teor de clorofilas totais. Todos os parametros citados foram determinados
no 90° dia da fase de cultivo in vitro. Foram utilizadas 3 repeti¢des por tratamento.

Para a quantificacdo dos teores de clorofilas e carotenoides foram utilizados 0,05g de
massa fresca, por repeti¢cdo. A massa fresca foi medida e apos depositada em tubos de ensaio
de 10mL envolvidos com papel aluminio contendo SmL de dimetilsulfoxido (DMSO). Os tubos
foram mantidos por 48 horas no escuro sob temperatura de 25+20C, sem maceracao. Apds esse
tempo, as amostras foram depositadas em cubetas de quartzo e procedeu-se com a dosagem por
meio de espectrofotometro PRO-ANALISE V-1600. Os célculos para a determinacio da
concentragdo das clorofilas @ e b e carotenoides foram realizados utilizando as férmulas de
Wellburn (1994). Os comprimentos de onda utilizados foram 665nm para clorofila a, 649nm
para clorofila » e 470nm para carotenoides.

Os calculos da concentracgao de clorofila a, clorofila b, carotenoides, e clorofilas totais
foram realizados de acordo com as equagdes abaixo (Wellburn, 1994).

Clorofila a = 12,19. Aggs - 3,45. Agao

Clorofila b =21,99 X Agsg - 5,3 X Agss

Carotenoides = (1000 x A4y - 2,86 x Clorofila a - 129,2 x Clorofila b) / 221

Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1RECUPERACAO DE CNS CRIOPRESERVADAS

O percentual de culturas nodulares recuperadas, ou seja, que sobreviveram apds a
desidratacdo por 15 minutos em PVS2 e apds 45 dias sob exposicdo a diferentes espectros de
luz sdo apresentados na Tabela 2. Como pode ser observado, os valores de culturas nodulares
submetidos aos espectros do tipo fluorescente (controle) e branco ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si, e apresentaram valores superiores de percentual de recuperagdo quando
comparados com os demais tratamentos.

No presente estudo, foram utilizadas CNs de primeira indu¢ao que ap6s 7 semanas de
cultivo foram criopreservadas e recuperadas em diferentes espectros, dentre eles o espectro
fluorescente. Pradella (2019) utilizou como explante CNs que passaram pelo processo da
repicagem e foi sugerido ao final de seu estudo, que CNs que ndo passassem pela repicagem
poderiam ter resultados ainda mais proeminentes apds a criopreservagdo, nesse trabalho o
processo de recuperagao das CNs apos a criopreservacao foi realizado na luz florescente e foi
obtido percentual de regeneragdo de 79,2%, superior ao percentual obtido no presente estudo
no qual foi utilizado CNs obtidos do primeiro cultivo in vitro, cujos valores podem ser

observado (Tabela 2).

Tabela 2: Percentual de recuperacao das Culturas Nodulares (CNs) Vriesea reitzii aos 45 dias
de cultivo em meio de cultura MS, suplementado com vitaminas de Morel, 30 g L' de sacarose
e 4uM 4cido naftaleno acético (ANA), submetidas a diferentes espectros luminosos.

Espectros Luminosos Recuperacao (%)
Fluorescente (Controle) 56,25a
Branco 75,00a
Azul/Vermelho 31,25b
Vermelho 18,75b
Azul 6,25b

* Valores médios seguidos de letras diferentes pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey
(5%). e testes de xz (p=0,05).
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Em Vriesea reitzii ainda ndo foram realizados estudos que apresentam qual o melhor
estagio de desenvolvimento para a repicagem de CNs na qual os indices de divisdes celulares
fossem satisfatorios. Dias et al (2020) trabalhando com embriogénese somatica de Araucaria
augustifolia, sugeriu que os embrides durante o seu desenvolvimento passavam por quatro
fases: inicial, exponencial, linear, e estaciondria, sendo que o final da exponencial e inicio da
linear eram as fases em que os embrides tiveram as taxas de divisao celular mais elevadas,
enquanto na fase estacionaria, os niveis de divisdo celular foram os mais baixos. Trabalho
realizado por Rodrigues et al (2022), com calos de Enterolobium contortisiliqguum (Vell.)
Morong. mostraram que a curva de crescimento sigmoide com cinco fases, sendo elas:
exponencial, linear, desaceleragdo, estacionario e declinio, ¢ que no final da fase de
desaceleracdo em média apds 28 dias de cultivo, seria o momento ideal para realizar a
repicagem dos calos.

Estudo relacionados com as fases de desenvolvimento foram realizados em Uncaria
guianensis (PEREIRA, et al., 2007), Myracrodruon urundeuva (SILVA et al., 2020), Tabebuia
roseo (ABBADE et la., 2010), Campomanesia adamantium (ROSSATO et al., 2019) entre
outros. Logo, estudos para entender melhor as fases de desenvolvimento de CNs em Vriesea
retzii poderiam explicar a razao pela qual CNs que passaram pelo processo de repicagem se
sairam com células mais capazes do que aquelas de primeira indugdo apds a criopreservagao.

E possivel observar que as CNs recuperadas submetidas ao espectro de luz fluorescente
(Figura 3A), destacam-se pelo seu tom mais verde quando comparados aquelas submetidas aos
demais tratamentos (Figura 3). Na figura 3 pode-se observar que as CNs B, C, D, recuperadas
nos espectros, branco, azul/vermelho e vermelho respectivamente, desenvolveram um tom
amarelado e algumas partes levemente oxidadas como pode ser observado na figura 3 C. Na
figura 3 E as CNs apresentam um tom albino e um aspecto mais compacto mantendo indice de
divisdo celular como pode-se observar na figura 3 J.

Imagens a partir de microscopia de luz € possivel observar células com elevada
proliferacdo e células em divisdo conforme indicado (Figura 3 F, J), respectivamente. Na figura
3 G, H ¢ possivel visualizar um indice maior de vacuolizagdo das células, mas mantendo
algumas células em divisdo, enquanto na figura 3 I fica dificil distinguir o nucleo do citoplasma
mais denso. J& nas analises realizadas em microscopia eletronica de varredura, CNs nao
demonstraram alteracdes anatomicas apos 45 dias de recuperacdo nos diferentes espectros

luminosos como podemos observar (Figura 3 K, L, M, N, O).
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Figura 3. Analise morfologicas das Culturas Nodulares (CNs) Vriesea reitzii recuperadas em
meio de cultura MS, suplementado com vitaminas de Morel, 30 g L' de sacarose e 4uM 4cido
naftaleno acético (ANA) 45 dias apds submetidas a diferentes espectros luminosos: (A) CNs
recuperadas em luz fluorescente; (B), espectro branco; azul/vermelho (C), vermelho (D) e azul
(E). Microscopia optica de CNs recuperadas nos espectros fluorescente (F), branco (G),
azul/vermelho (H), vermelho (I) e azul (J). Imagens em microscopia eletronica de varredura
(MEV) de CNs apos 45 dias recuperadas nos espectros fluorescente (K), branco (L),
azul/vermelho (M), vermelho (N) e azul (O). N: nucleo; V: vactolo; PC: parede celular; A:
amido, AL: CN com colora¢ado albina, B: CN com brotacdes, O: células com oxidacao, CD:
células em divisdo, EP: c€lulas com elevada proliferagdo. Barras: 1cm.

No presente trabalho, em Vriesea reitzzi ¢ possivel observar que a sobrevivéncia de
CNs ap6s a criopreservagdo ¢ afetada em fung@o dos espectros luminosos no qual o material
vegetal, que pode estar relacionado com tempo de exposicao e com a intensidade luminosa na
qual o material foi submetido. Estudos relacionados com a recuperacdo de material vegetal
quando submetidos a diferentes espectros luminosos apds a criopreservagao ainda sao escassos.
Edesi (2014), utilizando brotos de diferentes variedades de Solanum tuberosum avaliou os
efeitos dos diferentes espectros luminosos na sobrevivéncia e regeneragdo dos brotos apds a

criopreservacao, € observou que o efeito na sobrevivéncia variou de forma significativa entre

as cultivares estudadas e nao de forma significativa entre os espectros luminosos, € que a



33

composicao espectral na qual os brotos foram submetidos tiveram um efeito significativo na
sobrevivéncia e regeneragdo apos a criopreservagao.

Em Solanum tuberosum, o nimero de brotagdes nos diferentes espectros luminosos
permaneceu baixa, apesar da alta sobrevivéncia, exceto no tratamento azul/vermelho onde
observou-se um aumento significativo no numero de brotagdes. Os resultados desse trabalho
indicaram que o alto indice de luz vermelha (90%) e azul (10%) melhoraram a formagao de
brotos ap6s a criopreservagao, mas ele ndo se repetiu quando azul e vermelho foram fornecidos
separadamente, indicando que a presenca de ambos os espectros € essencial para a regeneragao
de brotos ap0s a criopreservagao e que a otimizagao na relagdo entre os espectros azul/vermelho
pode fornecer resultados ainda melhores (EDESI et al., 2014).

Da mesma forma, estudos relacionados com a composicdo espectral pré-
criopreservacao tiveram um efeito significativo na sobrevivéncia pos-criopreservacao de brotos
em diferentes variedades de Solanum tuberosum, sendo os melhores resultados obtidos a partir
do espectro azul apds 4 semanas de descongelamento e os piores resultado obtidos com espectro
vermelho e branco (EDESI et al., 2017). Em Vriesea reitzii a regeneragdo em microbrotos apds
a criopreservacao de CNs foi somente estudado no espectro fluorescente (PRADELLA, 2019).
No presente estudo, ndo foi possivel saber se os diferentes espectros luminosos afetam a
regeneragao em microbrotos ou ndo, mas sabe-se que afeta a sobrevivéncia.

Logo, estudos relacionados com a regeneragdo de microbrotos de Vriesea reitzii apos
a criopreservagdo em diferentes espectros bem como o uso desses na pré-criopreservacao,
podem esclarecer melhor como os diferentes espectros influenciam na regeneracdo de

microbrotos ap0ds a criopreservacao.
4.2 GERMINACAO DE SEMENTES DE Vriesea reitzii

Em relacdo ao nimero de sementes germinadas, foi possivel observar um alto indice
de germinagdo em todos os espectros de luz avaliados apos 90 dias de cultivo in vitro de
sementes de V. reitzii (Figura 4), ndo sendo possivel observar diferenca estatistica significativa
nos resultados obtidos nessa varidvel. Com relacdo a variavel numero de folhas, plantulas
submetidas a luz fluorescente (Figura 4A) o valor foi de 4,50 e no espectro de luz azul (Figura
4E) foi de 4,15, sendo as médias de maiores valores, seguido pelos materiais vegetais
submetidos ao espectro de luz branco 3,92 e espectro de luz azul/vermelho 3,64. O menor valor
encontrado foi em plantulas submetidas ao espectro de luz vermelho (2,73), mas ndo diferiu

estatisticamente dos demais valores encontrados. (Tabela 3).
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Figura 4: Plantulas obtidas de sementes de Vrisea retizii germinadas em meio de cultura MS
isento de fitorreguladores e submetidas a diferentes espectros luminosos. apos 90 dias de cultivo
in vitro. (A) fluorescente com presenga de raiz, (B) branco com algumas folhas, (C)
azul/vermelho com presenga de algumas raizes, (D) vermelho com algumas folhas e
apresentando foto dano, (E) azul com algumas folhas e sem a presenca de raizes. Indugdo de
culturas nodulares e regeneracdo de brotagdes multiplas obtidas a partir de semente em: (F)
espectro branco que apresentou inumeras brotacdes (G) espectro de luz azul/vermelho e; 9H)
culturas nodulares com oxidagao. Barras: 2cm.

Com relagdo ao niimero de raizes, plantulas submetidas ao espectro de luz fluorescente
o numero médio foi de 0,57, sendo esse o maior valor encontrado diferindo estatisticamente
dos demais valores e ndo diferindo de plantulas submetidas ao espectro de luz vermelho que
obteve valor médio de 0,24. Os menores valores encontrados foram em plantulas submetidas
ao espectro de luz branco, 0,17, e azul/vermelho 0,05. Plantulas germinadas no espectro azul
(Figura 4E) ndo emitiram raizes como pode ser observado na Tabela 3. A varidvel comprimento
de raizes, material vegetal submetido aos espectros de luz fluorescente foi de 1,45, sendo esse
o maior valor encontrado diferindo estatisticamente dos demais valores obtidos para essa
variavel. Plantulas submetidas ao espectro de luz branco 0,34, azul/vermelho 0,05 e vermelho

0,24, foram os menores valores observados ndo diferindo entre si. Enquanto no espectro azul

ndo houve emissao de raizes, como visto na Tabela 3.
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Tabela 3: Numeros médios de plantulas, folhas, nimero de raiz e tamanho de raiz, altura de plantulas, massa fresca e massa seca a partir da
germinagdo de sementes de Vriesea reizii, cultivadas em meio de cultura MS gelificado e isento de fitorreguladores e submetidas a diferentes
espectros luminosos aos 90 dias de cultivo in vitro.

Tratamento  N° de Plantulas N° de folhas N°de raiz Comprimento de Raiz(mm) Altura da plantula (mm) Massa Fresca (mg) Massa Seca (mg)

Fluorescente 0,92a 4,50a 0,57a 1,45a 5,47a 0,0785a 0,0070a
Branco 0,98a 3,92a 0,17b 0,34b 3,21ab 0,0504ab 0,0050ab
Azul/Vermelho 0,85a 3,64a 0,05b 0,05b 2,79b 0,0466ab 0,0050ab
Vermelho 0,73a 2,73a 0,24ab 0,24b 2,58b 0,0309b 0,0031b
Azul 0,82a 4,15a 0,00b 0,00b 3,00b 0,0323b 0,0039b

CV (%) 6,22 10,27 8,94 14,71 9,33 1,04 0,08

* Média de quatro repetigoes. Média seguida de letras diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 4: Concentragdes de clorofila, a, b carotenoides e clorofila total em brotos oriundos da germinagao de sementes de Vriesea reitzii aos 90
dias de cultivo in vitro submetidas a diferentes espectros luminosos.

Tratamento  Clorofila a (mg.g-1 MF)  Clorofila b (mg.g-1 MF)  Clorofilas Totais (mg.g-1 MF) Caratenoides (mg.g-1 MF)

Fluorescente 0,29a 0,35ab 0,63a 0,84ab
Branco 0,13bc 0,40a 0,53ab 0,78ab
Azul/Vermelho 0,07bc 0,30ab 0,38bc 0,56bc
Vermelho 0,04c 0,21b 0,25¢ 0,38¢c
Azul 0,16b 0,44a 0,61a 0,88a

CV (%) 25,12 17,49 16,99 16,85

* Média de quatro repetigdes. Média seguida de letras diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Com relacdo a altura das plantulas, essas quando submetidos ao espectro de luz
fluorescente, (5,47), obtiveram as maiores médias ndo diferindo estatisticamente do espectro
branco (3,21), mas diferindo estatisticamente dos espectros azul/vermelho (2,79), vermelho
(2,58) e azul (3,00) que obtiveram as menores médias (Tabela 3). De forma geral, plantulas de
Vriesea reitzii obtidos através de sementes germinadas no espectro de luz fluorescente (Figura
4A), obtiveram os melhores resultados nas analises morfométricas, principalmente na variavel
altura de plantulas, o que ¢ um resultado interessante, visto o tamanho reduzido que ¢
normalmente observado em plantulas da espécie, esse resultado pode estar relacionado com o
fato da luz fluorescente promover uma maior aquecimento, e pela espécie estudada requer
temperaturas mais elevadas para promover a germinagao.

Para as varidveis de massa seca e massa fresca plantulas de Vriesea reitzii apds 90 dias
de cultivo in vitro, verificou-se diferenga estatistica significativa para os valores obtidos no
espectro fluorescente e os espectros de luz vermelho e azul, embora vermelho e azul ndo difiram
estatisticamente entre si (Tabela 3). Para massa fresca ao 90.° dia de cultivo in vitro, as plantulas
submetidas ao espectro de luz fluorescente apresentaram a maior massa média, cujo valor foi
de 0,0785mg, seguido pelos valores obtidos de plantulas submetidas ao espectro luz branco
(0,0504mg) e azul/vermelho (0,0466mg), embora nao apresentem diferenga estatistica
significativa entre eles (Tabela 3). As plantulas cultivadas no espectro de luz vermelho os
valores de massa fresca foram de 0,0309 mg e aquelas submetidas ao espectro de luz azul foi
de 0,0323mg, sendo os menores valores de massa fresca e ndo apresentando diferencga estatistica
significativa entre si, e diferem-se estatisticamente do tratamento com espectro de luz
fluorescente.

No que diz respeito a massa seca das plantulas, aos 90 dias de cultivo, os valores
obtidos seguiram a mesma tendéncia apresentada nas médias de massa fresca, o que era
esperado. Plantulas submetidas ao tratamento de luz fluorescente apresentaram a maior média
de massa seca equivalente a 0,0070mg, seguido pelas plantulas submetidas aos espectros branco
(0,0050 mg) e azul/vermelho (0,0050mg). Os valores nao apresentaram diferenca estatistica
entre si (Tabela 3). Para as plantulas cultivadas no espectro de luz vermelho, a matéria seca foi
de 0,0031mg e no espectro de azul foi de 0,0039 mg, esses foram os menores valores médios
apresentados de massa seca e diferem estatisticamente do valor obtido no tratamento de luz
fluorescente.

Com relagao aos pigmentos aos 90 dias de cultivo in vitro, o teor de clorofila a obtido

a partir do material vegetal proveniente do tratamento no espectro de luz fluorescente (Figura
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4A), foi a maior média, equivalente a 0,29 mg g”! MF, enquanto em material vegetal submetido
ao espectro de luz vermelho (Figura 4D) observou-se o menor valor médio (0,04 mg g”! MF)
diferindo estatisticamente dos valores obtidos no espectro de luz fluorescente (Tabela) 4). Com
relagdo aos teores de Clorofila b, as maiores médias foram obtidas em material vegetal obtidos
em espectros luminosos azul (0,44 mg.g-1 MF), branco (0,40 mg.g-1 MF), fluorescente (0,35
mg.g-1 MF) e azul/vermelho (0,30 mg.g-1 MF), cujos valores ndo apresentaram diferenga
estatistica significativa entre si. Enquanto o material vegetal submetido ao espectro de luz
vermelho foi de 0,21 mg g' MF, sendo a menor média observada, diferindo estatisticamente
dos valores obtidos quando o material vegetal foi obtido nos espectros de luzes azul e branco,
nao apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela 4).

Para o teor de clorofilas totais, Plantulas germinadas nos espectros fluorescente (0,63
mg.g-1 MF), azul (0,61 mg.g-1 MF) e branco (0,53 mg.g-1 MF) mostraram as maiores médias
e ndo diferiram estatisticamente entre si. A menor média obtida foi em plantulas germinadas no
espectro vermelho (0,25 mg.g-1 MF) que diferiu estatisticamente das germinadas nos espectros,
fluorescente, branco e azul (Tabela 4.) Em relagdo ao teor de carotenoides, as maiores médias
obtidas foram de plantulas submetidas aos espectros azul (0,88 mg.g'MF), fluorescente (0,84
mg.g '"MF) e branco (0,78 mg.g'MF) que ndo diferiram estatisticamente entre si. A menor
média obtida com relagdo ao teor de carotenoides foi em plantulas germinadas no espectro
vermelho (0,38 mg.g! MF), diferindo estatisticamente das plantulas dos tratamentos de
espectros fluorescente, branco e azul (Tabela 4).

Poudel et al (2008) utilizando brotos de videira das cultivares “Franco Hibrido”,
“Kadainou R-1" e Vitis ficifolia var. “ganebu”, obtiveram os maiores teores de clorofila,
numero de folhas por explante, em plantas cultivadas em LEDs azul, resultados esses que
corroboram com o presente estudo visto que o maior teor de clorofila, e nimero de folhas foram
encontrados em brotos germinados no espectro azul e fluorescente. Em estudo realizado por
Heo et al (2006), os pesos frescos e secos de brotos de porta-enxertos de uva “TelekiSBB”
cultivadas in vitro, foram maiores quando cultivadas nos espectros fluorescente, vermelho, e
azul/vermelho, resultado esses, que também foram obtidos no presente estudo.

Estudo relacionado a germinagdo de sementes de Stevia reubadiana sugere que a luz
LED azul aumentou a germinacdo das sementes, mas afetou o desenvolvimento de folhas e
raizes, além de influenciar de forma positiva a concentragdo de carotenoides, entretanto as
maiores concentragdes de clorofila a e clorofila b, foram encontradas em mudas germinadas no

espectro de luz branca, a luz LED vermelha acabou por aumentar significativamente o
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comprimento do caule e das raizes e teve o efeito menos favordvel na sintese de pigmentos
(SIMLAT et al., 2016). Em nosso estudo, a luz azul promoveu a germinacao das sementes de
Vriesea reitzii e afetou de forma negativa o desenvolvimento de raizes, visto que nao houve o
desenvolvimento dessas, em relagdo a concentragdo de carotenoides, no presente trabalho, as
maiores concentragdes também foram encontradas em plantulas germinadas em espectro de luz
azul, entretanto, as maiores concentracdes de clorofila @ foram encontradas no espectro
fluorescente e as de clorofila b nos espectros de luz azul e branco. Plantulas submetidas ao
espectro de luz vermelho, tiverem os menores teores de pigmentos, corroborando com o estudo
realizado com Stevia reubadiana.

Plantas de Doritaenopsis cultivadas in vitro e submetidas a diferentes espectros,
sintetizaram maior teor de carotenoides, clorofila totais e tamanho de area foliar quando
submetidas no espectro de luz azul/vermelho, entretanto o maior valor obtido em comprimento
de folha foi obtido quando o material foi exposto ao espectro de luz vermelho (SHIN et al.,
2008), no entanto esses resultados ndo se repetiram em Vriesea reitzii mostrando que os valores
obtidos variam de espécie para espécie e também de acordo com o explante utilizado, sementes
apesar de serem Otimos explantes para se manter a variabilidade genética das plantas, também
trazem caracteristicas Uinicas consigo, o que faz com que cada semente se comporte uma forma.

Alguns autores afirmam que a combinagao dos espectros de luz azul/vermelho pode
induzir um maior nimero de folhas, maior massa seca e teores de clorofila, do que quando
usados separadamente (NAZNIN et al., 2019; CHUNG et al., 2010). A luz azul e vermelha
quando combinadas pode aumentar o rendimento das plantas quando comparadas aos
tratamentos com luzes monocromaticas (OLLE & VIRSILE., 2013), provavelmente pelo fato
de que combinag¢do de luzes vermelha e azul excitam de forma mais eficiente os fotorreceptores
das plantas (DOU et al., 2017; SABZALIAN et al., 2014) aumentando a fotossintese € o
crescimento das plantas (SABZALIAN et al.,2014; SPALHOLZ et al, 2020). Entretanto, esse
comportamento esperado foi observado em partes nas plantulas de Vriesea reitzii germinadas
nessa combinagdo de espectros, visto que teve nimero mais baixos que as plantulas submetidas
a luz fluorescente, branca, mas nao diferiu estatisticamente desses, isso pode estar relacionado
com o espectro de luz na qual as plantulas foram submetidas, Vriesea reitzii pode se comportar
de forma melhor e mais significativa quando exposta a outras combinagdes de espectros de luz,
que nao foram estudados no presente trabalho.

O espectro de luz tem efeitos importantes no crescimento e desenvolvimento da planta

(BOTTERWEG-PAREDES et al., 2010). O espectro de luz vermelho pode afetar o nimero de
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folhas e o conteudo de clorofila como estudado em Oryza sativa e em Cucumis sativus
(HANDAMI et al., 2019; SU et al., 2014). Em relagdo a luz azul, ela desempenha um papel
importante na sintese da clorofila, fotomorfogénese e pode melhorar a adaptagdo das plantas a
luz (WALTERS et al., 2005; LI & KUBOTA, 2009).

Luzes de espectro azul e vermelho quando fornecidos separadamente sdo os principais
responsaveis por influenciar a fotossintese e induzir a planta a produzir e acumular teores de
clorofilas (SAEBO et al.,1995; MCCREE., 1972). Isso se deve ao fato de que a clorofila a
absorve energia preferencialmente no espectro de luz vermelho, enquanto a clorofila b, absorve
de forma mais efetiva no espectro de luz azul. Estudos com plantas de tomateiro cultivadas sob
luzes vermelha e azul/vermelha obtiveram os maiores conteidos de clorofila a e b e
caratenoides quando comparado com outros comprimentos de luzes (YANG et al., 2018). No
presente trabalho, os maiores teores de clorofila a foi observado no espectro de luz fluorescente
enquanto os maiores niveis de clorofila b e caratendides foi observado nas plantulas submetidas
a luz do espectro azul, corroborando com trabalhos que relatam que a clorofila b absorve melhor
a energia vinda desse espectro de luz.

No presente estudo, pode ser observada diferencga de coloracao nas folhas das plantulas
submetidas aos espectros de luz vermelho e azul/vermelho (Figura 4C, D), isso pode estar
relacionado com o tempo de exposicao € com a intensidade luminosa nas quais as plantulas
foram submetidas, além do baixo teor de clorofila e caratendides encontrado em plantulas
submetidas a esses espectros como pode ser observado. Os baixos teores de pigmentos
fotossintéticos podem indicar a ocorréncia de fotoinibi¢do devido a radiacdo, no que se refere
a captacao de luz em ambientes com menor luminosidade e a protecdo contra a fotodestruicao
em ambientes com maior luminosidade (GOMES et al., 2008). Algumas sementes submetidas
ao espectro de luz azul/vermelho acabaram por ndo gerar plantulas de forma convencional, e
criou-se ali um aglomerado de células remetendo a culturas nodulares como pode ser observado
(Figura 4 G, H).

Estudos relacionados ao crescimento de calos de Hyoscyamus reticulatus expostos a
luz LED vermelha e azul alterou a forma celular desses calos, esse fato pode estar relacionado
ao impacto desses espectros no controle da expressao génica da forma celular e/ou ativagao de

enzimas que controlam o enrijecimento da parede celular (HASSANPOUR., 2021).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Neste trabalho, foi possivel avaliar que a recuperacao de CNs de Vriesea reitzii apos a
criopreservacao ¢ afetada por diferentes espectros luminosos. As maiores taxas de recuperagao
foram obtidas nos espectros fluorescente e branco.

Estudos sobre tratamentos com luzes pré- e pos-criopreservacao ainda sao incipientes,
mas sabe-se que pode afetar tanto a sobrevivéncia como a regeneracao e pode mudar conforme
a variedade/espécie a ser estudada. Logo, estudos sobre o uso de diferentes espectros luminosos
antes e depois da criopreservacao podem trazer importantes resultados.

Em relacdo as taxas de germinagdo, todos os tratamentos obtiveram bons indices de
germinagdo, porém o espectro fluorescente teve destaque na variavel altura da plantulas quando
comparado aos outros tratamentos, assim como a variavel clorofila total e carotenoides onde
teve altos indices junto com o espectro de luz azul.

Novas pesquisa sdo sugeridas a partir dos resultados obtidos, o primeiro deles se
remete a acompanhar o padrio de desenvolvimento e regeneracdo em microbrotos nos
diferentes espectros luminosos de culturas nodulares criopreservadas. Como segunda sugestao
analisar possiveis alteragdes na expressdo génica com carater epigenético, através do uso de

miRNA.
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