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1. RESUMO GERAL
Os bambus distribuem-se amplamente pelo planeta e apresentam grande importancia
econdmica, social e ecoldgica. No Brasil, a sua cadeia produtiva encontra-se em
estruturacdo, e a multifuncionalidade deste grupo taxondmico revela atributos inicos
quanto aos demais recursos genéticos vegetais. Além dos multiplos usos, os bambus
prestam diversos servigos ecossistémicos aos ambientes onde habitam. Ferramentas
biotecnologicas sao importantes aliadas para a caracterizagdo € o uso sustentavel de
bambus, principalmente quando se considera que as espécies desse grupo somente
florescem e produzem sementes em longos intervalos de tempo. O presente trabalho
teve como objetivo utilizar essas ferramentas para a conservagao ex situ de sementes e a
micropropagacdo visando a producdo massal de mudas de Chusquea mimosa, bambu
nativo do Brasil, com grande ocorrénciana regido Sul do Pais. Nos anos de 2019 ¢ 2021
foram registrados florescimentos por meio de observagao do grupo de pesquisadores do
Programa de Pos-graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais — UFSC. Todas as
sementes utilizadas nos experimentos foram obtidas de touceiras de Chusquea mimosa
localizadas na regido da Serra do Rio do Rastro, municipio de Lauro Miiller — Santa
Catarina, Brasil. As sementes foram inicialmente submetidas a curva de desidratacao
para a determinacgao do ponto critico tolerado para o armazenamento. E uma curva de
regressao utilizando uma solugdo de vitrificagdo PVS3 por 30, 60, 120 ¢ 180 minutos,
com uma testemunha sem adi¢do de PVS3 para o tratamento de criopreservacao.
Posteriormente as curvas, as sementes foram submetidas as quatro condi¢des de
temperatura, (-196, -20, 6 e 25 °C), onde permaneceram armazenadas por seis meses,
sendo avaliadas a germinagdo em quatro periodos (0, 2, 4, e 6, meses). O
descongelamento das amostras que ficaram sob as temperaturas de (-196, -20,) foi
realizado a 40° C. Ao final de cada periodo de armazenamento as sementes foram
submetidas a desinfestagdo e entdo inoculadas in vitro. A criopreservacao (-196 °C)
mostrou maior potencial de conservagao com cerca de 50% de taxa de germinagao apds
os 6 meses, enquanto os tratamentos conservados nas temperaturas de 6 °C, 25 °C e -20
°C apresentaram taxas de germinacdo de 30,3%, 10% e 6,6% respectivamente. A
micropropagacdo do Chusquea mimosa foi avaliada a partir da germinagdo in vitro
testando-se a retirada da palea e lema das sementes. Esse procedimento aumentou em
40% a taxa de germinacdo em relacdo as sementes que tiveram todas as estruturas
intactas, além da diminui¢do de 20% na taxa de contaminagdo apds a introducdo in

vitro. A multiplicagdo in vitro, foi realizada em meio de cultura MS, com uma curva de
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regressdo das citocininas (Cks): 6-benzilaminopurina (BAP) e meta-topolina (mT) (0,
10, 20 e 30 uM). Apds 30 dias avaliou-se o nimero de colmos, altura de colmos,
comprimento de raizes. Foi concluido que o meio MS suplementado com 20 uM de mT
apresentou o maior incremento em numero de colmos, mas de forma geral, o uso das
duas citocininas promoveu aumento da taxa de multiplicacdo quando comparado a

testemunha.

2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver técnicas de conservacdo ex sifu para sementes de Chusquea

mimosa, € estabelecer um protocolo para a sua propagacdo massal in vitro.

2.1 Objetivos especificos

a) Estabelecer uma curva de desidratacao das sementes de Chusquea mimosa para a
conservacgao ex situ de sementes de Chusquea mimosa.

b) Avaliar os efeitos das diferentes temperaturas e criopreservacao ao longo do
tempo na germinagdo de sementes.

c) Estabelecer um protocolo de micropropagacao a partir de plantulas derivadas de

sementes germinadas in vitro.



CAPITULO I:
REVISAO BIBLIOGRAFICA

13
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Chusquea Mimosa

O bambu Chusquea mimosa McClure & L.B. Sm (tribo Bambuseae), ¢ uma
espécie nativa e endémica do Brasil, com ampla distribuicdo na regido sudeste
(SCHMIDT, 2008), com predominancia para os estados de Santa Catarina, Parand e Rio
Grande do Sul (Figura 1).

Popularmente conhecido como carad, cara-mimoso, cara-de-vara e caraja, essa
espécie engloba os bambus lignificados de clima tropical. No Sul do Brasil se distribui
pela Mata Atlantica em formagdes do tipo Ciliar ou Galeria, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Ombrofila e Floresta Ombroéfila Mista (CLARK et al., 2022).
Essa espécie apresenta expressivo potencial de uso econdmico, sendo importante para a
estabilidade dos ecossistemas os quais ocorrem (LIN, 2012).

As touceiras de C. mimosa tem colmos de cerca de 1,6 metros de altura, e 1 a 3
cm de diametro (SCHMIDT, 2009). Os rizomas sao paquimorfos € os colmos sdo
solidos, eretos e com a base e dpices arqueados, com coloragdo uniforme, suas
ramificagdes extravaginais com gemas triangulares em posi¢ao vertical. As folhas dos
ramos sdo lanceoladas e as folhas do colmo sdo triangulares e deciduas. Possui
inflorescéncias do tipo sinflorescéncia, paniculadas, abertas e contraidas; glumas
muticas, curtas e subuladas e lemas e paleas com nervuras glabras (CLARK et al.,

2022).

Fonte: Adaptado de FISHER et al., (2014).
Figura 1. Em azul: Distribui¢ao geografica do género Chusquea no Brasil. Seta:

Localizacao da Serra do Rio do Rastro em Lauro Muller, SC — Coordenadas

Geograficas: 27°59°32.33” S € 49°34°55.90” O (WGS 84).
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3.2 Importancia da espécie

Os bambus sdo gramineas com reconhecida importancia econdmica, social e
ambiental. Contudo, a disponibilidade natural deste recurso ¢ cada vez mais reduzida
em consequéncia do constante desmatamento, degradagdo do meio ambiente, expansdo
das fronteiras agricolas e as dificuldades e limitagdes legais para a sua exploragdo em

ecossistemas naturais.

De forma geral, os bambus apresentam usos multiplos, com destaque para
construgdo civil onde ¢ conhecido como o “aco vegetal”, demonstrando em testes de
resisténcia a tragdo e compressao pela densidade, pode ser mais eficiente que concreto
(CARBONARI et al., 2017). Na induastria moveleira e design ¢ um dos nichos onde o
bambu tem grande espaco, justamente pela sustentabilidade que vem embutida ao seu
uso na fabricacdo das pecas (ORTHEY, 2015). Além de outras areas como na
alimentagdo com a producdo de biomassa e outros produtos alimenticios, no paisagismo

e artesanatos (FILGUEIRAS & GONCALVES, 2006; SANTI, 2015), dentre outros.

3.3 Conservagao ex situ

A conservacao ex situ ¢ uma técnica na qual plantas sdo conservadas fora do seu
habitat natural, possibilitando a coleta e manutencao da diversidade genética, testando
diversas estratégias, para avaliar o potencial de variagdo, selecdo e até hibridizagdo de
individuos e populacdes desejaveis, e € uma opcao de utilizagdo principalmente para as
espécies que apresentam longos ciclos de florescimento e dificuldades de propagacao
(ENGELS & ELGELMANN, 1998; ELGELMANN, 2011).

Uma das técnicas que tem se destacado para os bambus ¢ a conservagao de
sementes em baixas temperaturas, com taxas de regeneragdo de cerca de 56%
(AHMAD, 2021). Aliando essas técnicas com a cultura de tecidos € possivel a
regeneragdo de plantas completas (SINGH et al., 2013), bem como a propaga¢do em
grande escala a partir de uma pequena quantidade de material (MENEZES et al, 2012).

A criopreservagdao pode ser definida como a conservacao de um determinado
material vegetal em temperaturas ultrabaixas, como -196°C, alcancada pelo uso de
nitrogénio liquido (NL), possibilitando a estabilidade genética e seguranca do material a
longo prazo (SANTOS, 2000).

Um dos maiores desafios da criopreservacao € evitar a formacgao de cristais de
gelo no interior das células, pois esse processo causa a ruptura das membranas levando
ao colapso celular (ENGELMANN, 1997). Para superar essas limitagdes sao utilizados
crioprotetores, tais como o Plant Vitrification Solution (PVS3) (NISHIZAWA et al.,



16

1993), que apesar de apresentar uso incipiente nos bambus, para outra poaceae, como
Oryza Sativa, se tem trabalhos mostrando o potencial de aumento de regeneracao em até
45% Huang et al., (1995), além de estudos que mostram os efeitos que a
criopreservacao pode causar em Oryza Sativa em niveis celulares utilizando anélises de
microscopia e citometria de fluxo (WANG et al., 1998; MOUKADIRI et al., 2002). E
analises de microscopia eletronica de crioscopia e a microscopia eletronicade réplica de
fratura por congelamento, apresentando evidéncias ultra estruturais causadas por

congelamento, e dito isso, sugerir estados vitreos para evitar a ocorréncia dos danos

(FUJIKAWA & JITSUYAMA, 1998).

3.4 Propagacao convencional de bambus

Os métodos convencionais de propagacao vegetativa utilizados em bambus sdo a
divisdao de touceiras e do rizoma, a segmentagao de colmos ou por meio de sementes.
Contudo, esses métodos apresentam problemas relacionados a alguns fatores, tais como
a falta de uniformidade e logistica devido ao volume e peso do material vegetal e no
caso das sementes, a disponibilidade (GIELIS et al., 2001).

Um dos fatores limitantes da propagagao de bambus por sementes, ¢ seulongo e
imprevisivel ciclo reprodutivo, tornando a ocorréncia do florescimento e produgdo de
sementes variavel dentro de cada espécie (THAPLIYAL, 2015). Além disso, a floragao
pode ocorrer de duas principais formas: a gregaria e monocarpica ou esporadica. No
primeiro caso, os individuos florescem e produzem sementes simultaneamente,
posteriormente entram em senescéncia € morrem. As sementes que forem dispersas
dardo origem aos individuos que estabelecerdo a nova populacido naquele ambiente. No
segundo caso, um ou mais individuos da populacdo, ou mais de uma populagdo, podem
florescer ao mesmo tempo, € com intervalos variaveis de 20 a 120 anos (JANZEN,
1976; AZZINI, 1982).

Dentro das varias problematicas relacionadas ao ciclo reprodutivo dos bambus, a
viabilidade das sementes ¢ uma das principais discutidas, pois além de imprevisivel, em
geral apresenta uma viabilidade curta, o que limita a producao regular e constante de
mudas em larga escala para viabilizar a cadeia produtiva no Brasil (SINGH et al., 2013).
Sabendo-se disso, se faz necessario o registro € monitoramento dos eventos de
florescimento de individuos e/ou populagdes, associando-as as técnicas de biotecnologia

para a sua caracterizacdo, propagacao e conservagao.
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3.5 Micropropagagdo de bambus

Decorrente das limitagdes da propagacao convencional de bambus, destaca-se as
ferramentas biotecnoldgicas associadas a micropropagacao, o que possibilitaa producao
de gendtipos de elite, uniformes, com garantias fitossanitarias e em grande escala
(GUERRA et al., 1999). Essas técnicas sdo efetivas para a criacdo de protocolos de
micropropagagcdo para diferentes espécies, demonstrado por diversos estudos
desenvolvidos nos ultimos anos (JIMENEZ et al., 2006; RAMANAYAKE et al., 2006;
ORNELLAS, 2017; ORNELLAS et al.,2019; PASQUALINI et al., 2019).

A micropropagacao de bambus ocorre em cinco estagios principais: 1) Selecao
de plantas matrizes e explantes; 2) Introducdo e estabelecimento in vitro; 3)
Multiplicacao de touceiras; 4) Enraizamento e; 5) Aclimatizagdo (NOGUEIRA et al.,
2017).

O estadio de introdugdo in vitro € caracterizado pela desinfestagdo e inoculagao
do material vegetal até o seu estabelecimento em condigdes assépticas. Durante o
cultivo in vitro podem ocorrer contaminagdes bacterianas e fiingicas, muito associadas a
planta matriz e sua microbiota associada, tornando um dos principais problemas nas
etapas de introducdo e multiplicacdo in vitro dos bambus (RAMANAYAKE et al.,
2006).

No estaddio de multiplicagdo sdo utilizados meios de cultura com formulagdes
salinas suplementadas com fontes de carbono, vitaminas, fitorreguladores e agente
geleificante, objetivando disponibilizar as condi¢des adequadas a proliferacdo dos
brotos. Os fitorreguladores sdo amplamente utilizados para a micropropagagao de
bambus, com destaque para a 6-benzilaminopurina (BAP) (ARYA et al., 1999; SINGH
etal., 2012).

Para muitas espécies de bambus o enraizamento in vitro pode ocorrer de forma
concomitante ao estagio de multiplicacdo, sem necessidade de uma etapa exclusiva para
a inducdo do sistema radicular. No entanto, quando ndo ocorre naturalmente, pode
influenciar a aclimatizagdo, e por isso, muitas vezes se faz necessaria a utilizacdo de
auxinas, sendo estes fitorreguladores amplamente utilizados para a indugao de raizes em
inimeras espécies, ¢ apresentando resultados positivos para bambus (ARYA et al.,
2012).

A aclimatizagdo ¢ a ultima etapa antes da liberagdo para o plantio, onde ocorre a
transicdo do ambiente in vitro para o ex vitro. Nessa etapa, as plantas estdo sujeitas ao

contato com o ambiente externo, o que pode resultar em perda das mudas pela
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ocorréncia de disturbios fisiologicos ocasionados pela diferenca de umidade e estresse
pelo elevado fluxo respiratorio causado pela diferenca de ambiente até a consolidagdo
das mudas (NOGUEIRA, 2018).

Dessa forma, a micropropagacao a partir de plantulas derivadas da germinacao
in vitro de sementes de C. mimosa, se mostrauma alternativacom potencial para evitar
as altas taxas de contaminacao, que sdo comumente observadas em outras fontes de
explantes, como por exemplo, gemas axilares de D. asper utilizadas no trabalho de
Ornellas, (2017), provenientes de touceiras estabelecidas a campo, onde possuem
grande interagdo com microrganismos, que nem sempre sao facilmente desinfestados

para a introdugdo in vitro.
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5. Conservacao ex situ de sementes de Chusquea Mimosa (Bambusoideae; Poaceae)
em baixas temperaturas e criopreservacao.

5.1 Resumo

Chusquea mimosa ¢ um bambu nativo e de ocorréncia endémica no Brasil, com
distribui¢do preferencial nas regides Sudeste e Sul do pais. Popularmente conhecido
como caraa, cara-mimoso, cara-de-vara e caraja, essa espécie se encontra na Mata
Atlantica, correspondendo ao grupo dos bambus lignificados de clima tropical. Essa
espécie se destaca pelo potencial de usos, que vao desde alimentacdo, agricultura,
artesanatos, industria civil e moveleira, além dos servicos ecossistémicos prestados a
natureza, que agregam valor econdmico e contribuem para a expansdo da cadeia
produtiva no Sul do Brasil. Contudo, a cadeia produtiva tem um gargalo, a reprodu¢do
sexuada, que depende producao de sementes, sendo que o ciclo reprodutivo ainda ¢
pouco conhecido. Ferramentas biotecnologicas podem ser uteis para a caracterizagdo e o
uso sustentavel de bambus, principalmente quando se considera que as espécies desse
grupo raramente produzem sementes. O presente trabalho teve como objetivo a
conservagao ex situ de sementes do Chusquea mimosa. As sementes foram submetidas a
uma curva de desidratacdo, revelando que 72 h de desidratacdo resultou em teores
16,3% de umidade, mantendo a sua viabilidade. Testou-se tempos de imersdao no
crioprotetor PVS3, onde o tempo de 60 minutos resultou em 80% de regeneracdo in
vitro, ap0s a criopreservacao. Foi avaliada a germinagdo nas sementes conservadas nas
temperaturas (-196, -20, 6 e 25 °C), por 6 meses, em periodos de 2 meses. O
descongelamento das amostras submetidas as temperaturas de (-196 e -20 °C) foi feito a
40° C por 2 minutos. A criopreservacao demonstrou maior potencial de conservagao
com cerca de 50% de taxa de germinagdo, ja os tratamentos conservados em 6 °C, 25 °C

e -20 °C apresentaram 30,3 %, 10 % e 6,6 %, respectivamente.

Palavras-chave: Conservagao de sementes, Chusquea mimosa, criopreservagao,

baixas temperaturas, regeneragao in vitro.
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5.2 Introdugao

Os bambus pertencem a familia Poaceae, subfamilia Bambusoideae, e sao
subdivididos entre trés tribos: Bambuseae, Arundinarieae e Olyrae. O bambu Chusquea
mimosa McClure & L.B. Sm (tribo Bambuseae), popularmente conhecido como caraa,
card-mimoso, cara-de-vara e caraja, engloba os bambus lignificados de clima tropical, e
no sul do Brasil, se distribui pelo bioma mata atlantica (CLARK et al., 2022). Assim
como espécies pertencentes ao género Chusquea, diversas outras espécies de bambus
correm riscos de devido ao extrativismo, perda de habitat natural e manejo inadequado
da cultura extingado (MMA, 2014).

As touceiras de C. mimosa apresentam colmos de cerca de 1,6 metros de altura,
e 1 a3 cm de diametro (SCHMIDT, 2009). Os bambus apresentam expressivo potencial
econdmico, sendo importantes para a estabilidade dos ecossistemas os quais ocorrem
(LIN, 2012). De forma geral, apresentam usos multiplos, com destaque para construgao
civil onde ¢ conhecido como o ago vegetal (CARBONARI et al., 2017). Na industria
moveleira e design ¢ um dos nichos onde o bambu tem grande espaco, justamente pela
sustentabilidade que vem embutida ao seu uso na fabricacdo das pecas (ORTHEY,
2015). Além de outras dreas como na alimentagao com a producao de biomassa e outros
produtos alimenticios, no paisagismo e artesanatos (FILGUEIRAS & GONCALVES,
2006; SANTIL, 2015).

O principal gargalo nessa cadeia com grande potencial ¢ a propagagdo, pois o
ciclo reprodutivo baseado na produgao de sementes ¢ longo e imprevisivel para cada
espécie de bambu (THAPLIYAL, 2015), podendo ocorrer de forma gregéria e
monocarpica ou esporadica (SINGH et al., 2013), com intervalos variaveis de 20 a 120
anos (JANZEN, 1976; AZZINI, 1982. Além disso, a viabilidade das sementes ¢, de
forma geral, curta e variavel para espécie.

A conservacao ex situ ¢ uma técnica na qual plantas sdo conservadas fora do seu
habitat natural, possibilitando a coleta e manutencao da diversidade genética, testando
diversas estratégias, para avaliar o potencial de variacao, selecdo e até hibridizagao de
individuos e populagdes desejaveis, e € uma opcao de utilizagdo principalmente para as
espécies que apresentam longos ciclos de florescimento e dificuldades de propagacao
(ENGELS & ELGELMANN, 1998; ELGELMANN, 2011).

Dentre essas técnicas, a conservagao de sementes em baixas temperaturas, entre

elas a criopreservagdo, tem demonstrado bons resultados, com taxas de regeneragdo de
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cerca de 56% em Dendrocalamus asper (AHMAD, 2021). Torna-se assim possivel aliar
essa técnica com a cultura de tecidos para possibilitar a regeneragdo de plantas
completas em larga escala (SINGH et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes temperaturas na

conservacao ex situ de sementes de Chusquea mimosa.

5.3 Material e métodos

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Fisiologiado Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), seguidas das etapas de selecdo de plantas matrizes e
coleta de material vegetal. Os testes de viabilidade foram adaptados do Manual de
Regras para Analises de Sementes (RAS).

As sementes foram provenientes de touceiras de C. mimosa localizadas na regiao
da Serra do Rio do Rastro, municipio de Lauro Muller — SC, onde foi observada a
ocorréncia de floracdo gregaria em 2019, 2020 e 2021. As plantas matrizes estdo
localizadas em ambiente de floresta, expostas as condi¢des climaticas da regido (Figura
1). Para a realizagdo de todos os experimentos foram separadas as sementes integras das

nao integras (figura 2 B).
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Fonte: Acervo pessoal
Figura 1. Touceiras de Chusquea mimosa McClure & L. B. Sm na Serra do Rio do
Rastro, SC — Coordenadas Geograficas: 27°59°'32.33” S e 49°34’55.90” O (WGS 84);
(A e B) Touceiras a campo; (C) destaques de colmos; (D e E) sinflorescéncias; e (F)

ramificagdo avermelhada.

Figura 2. Sementes de Chusquea mimosa McClure & L. B. Sm. A: Diferentes padroes
de sementes encontradas em uma mesma populacdo localizada na Serra do Rio do
Rastro, SC. B: semente integra e semente ndo integra, apos a extragdo da palea e lema.

Barra A: 2mm; B: 0,5mm.
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5.3.1 Curva de desidratacdo: A desidratagao das sementes de C. mimosa foi
realizada com base na metodologia aplicada por Nogueira, (2018), utilizando silica gel.
As sementes foram acondicionadas em microtubos de 2 pL, e entdo acomodadas dentro
de uma placa de Petri contendo silica gel.

As sementes foram submetidas a tratamentosde 0, 6, 12, 24, 48, 60, 72, 96 horas
em sala com temperatura controlada de = 25° C. Ao final de cada periodo, as sementes
foram pesadas para a determinagdo da umidade, que foi verificada pela equagao:

100(P — p)

%deumidade(U) = b :

Onde:

P =peso inicial da semente;

p = peso final da semente nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48, 60, 72, 96 horas;
t = tara, peso do recipiente.

Apds a pesagem, as sementes foram desinfestadas, iniciando com a lavagem em
agua corrente por 5 minutos. Posteriormente, em camara de fluxo laminar (CFL), foram
acondicionadas em uma seringa estéril e entdo imersas em solugdo de biocida Kasumin®
(2 mL L-") e Tween® 20 (1 gota/100 ml de solugdo) por 20 minutos, alcool 70° GL por
1 minuto, e entdo imersas em solug¢do de hipoclorito de sddio (2% de cloro ativo)
acrescido de Tween® 20 (1 gota/100 ml de solugdo) por 15 minutos. Em seguida, foi
realizada triplice lavagem com dgua deionizada autoclavada e as sementes transferidas
para um papel absorvente estéril para a retirada do excesso de agua. Para finalizar,
foram inoculadas em tubos de ensaio (25 mm X 150 mm) contendo 10 mL de meio de
cultura.

O meio de cultura utilizado foi o MS/2 (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com vitaminas de Morel (MOREL & WETMORE, 1951), sacarose a
1,5% (p/v), e gelificado pela adi¢do de Phytagel® (2 g L-'). O pH do meio foi aferido
para 5,8 e a esterilizag¢do foi realizada em autoclave a 121° C, 1,1 atm por 15 minutos.
As culturas foram mantidas por sete dias em auséncia de luz e apds esse periodo
transferidas para sala de crescimento com fotoperiodode 16 h.

O parametro avaliado apos a introducdo foi a taxa de germinagdo de cada
tratamento de tempo de desidratagdo, e foram consideradas germinadas as sementes que

apresentaram a emissdo da radicula ou coleoptilo.
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5.3.2 Conservacgao das sementes: A conservacao ex situ foi realizada em quatro
condi¢des diferentes de temperatura, sendo as seguintes: sala de crescimento (£ 25°C),
refrigerador (6°C), freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C). Todas as sementes
utilizadas foram desidratadas de acordo com os resultados da curva de desidratagao,
realizada previamente.

A conservacdo das sementes de C. mimosa teve delineamento
inteiramente casualizado, composto por quatro tratamentos, cada tratamento contou com
12 repeticdes de 30 sementes separadas em triplicatas de 10 repeticdes e 30 sub-
repeticdes para o armazenamento, totalizando 360 sementes por tratamento e 1080
sementes ao todo. As sementes permaneceram armazenadas em microtubos estéreis, sob
-20, 6, 25° C, e na criopreservacdo, as sementes foram acondicionadas em criotubos
estéreis que foram presos a canisters, € em seguida imersos em nitrogénio liquido a -
196° C. O descongelamento das amostras submetidas as temperaturas de (-196 e -20 °C)
foi realizado em 4gua na temperatura de 40° C por 2 minutos. Todos os tratamentos
foram submetidos a estas diferentes condi¢cdes de armazenamento, com avaliacoes

periddicas aos 0, 2, 4 e 6 meses.

5.3.3 Solucao crioprotetora PVS3: Na criopreservagado, além da desidratagao
em silica gel, foi realizada uma curva de regressdo de tempos em imersdo no
crioprotetor PVS3 (50% Glicerol 2M, 50% sacarose 0,4M), sendo esses: 0, 30, 60, 120
e 180 minutos, uma testemunha sem adi¢cao de PVS3 e um controle sem adi¢ao de PVS3
e sem criopreservacao utilizando-se como referéncia o protocolo adaptado de Heringer
et al., (2013). Apds o armazenamento por 24 h, todos os tratamentos foram submetidos
ao teste de germinagao in vitro.

A desinfestacdo foi realizada com adaptacdes nos protocolos ja definidos
(ORNELLAS, 2017; ORNELLAS et al., 2019). E assim como o meio de cultura
utilizado na inoculagdo, foram realizados de acordo com o descrito no topico 5.3.1 do
texto. O descongelamento das amostras foi realizado em 4gua na temperatura de 40° C
por 2 minutos.

O parametro avaliado foi a taxa de germinacdo de cada tratamento, onde foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram a emissdo da radicula ou

coleoptilo. As sementes foram observadas a cada dois dias apds a inoculacdo, e a
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avaliacdo se iniciou apds o inicio da germinagdo com o objetivo de verificar a

viabilidade das sementes, obtendo a taxa de germinagao.

5.3.4 Analises estatisticas: Os dados binarios de germinacdo e contaminagdo foram
avaliados inicialmente com a verificagdo dos pressupostos da andlise de variancia por
meio do teste Shapiro-Wilk, para normalidade dos residuos, e teste Bartlett para
homogeneidade das variancias. Em seguida foi realizada a analise de varianciae o teste
de separagdo de médias por Duncan a 5%.

Na analise de regressio da curva de tempos de PVS3 foram realizadas
verificagdes dos pressupostos, de acordo com as outras andlises, com aplicacdo do teste
Shapiro-Wilk para normalidade dos residuos e teste Bartlett para homoscedasticidade.
Nesta analise foram utilizadas 5 sub repeticdes por repeticao, totalizando 4 repeti¢des

por tratamento.

5.4 Resultados e discussao

5.4.1 Curva de desidratacio: Na analise da perda de umidade, para definir a
tolerancia das sementes, aquelas que foram desidratadas por 72 horas em silica gel,
apresentaram 16,3% de umidade, e demonstraram melhor percentual regenerativo in
vitro, do que as sementes desidratadas por 0, 6, 12, 24, 48 e 96 horas (Figura 3).

A utilizagdo da silica gel se mostrou benéfica, apresentando uma reducgdo de
4,3% na umidade, que inicialmente era de 20,6%, e resultando em taxa de 30% de
germinacao, valor aproximado do obtido no tratamento testemunha. Esses valores sdo
similares aos reportados em outros trabalhos, entre eles o de Nogueira, (2018), com
sementes de Dendrocalamus asper, onde a perda de umidade foi de 5,6% e as sementes
sendo conservadas na faixa de 13 a 15% de umidade.

Durante o armazenamento de sementes de Bambusa tulda observou-se que
sementes com umidade de 10,2% e 6,6% apresentaram 57% e 70% de germinacao,
respectivamente, depois de um periodo de 12 meses. Por outro lado, quando as sementes
do B. tulda foram armazenadas com umidade superior a 14%, Thapliyal et al., (1991),
observaram redugdes drasticas da germinacdo e at¢ mesmo degradacdo das sementes,
fato este que ndo ocorreu no presente trabalho.

Foi possivel observar em outros trabalhos com bambu que a reducao de 1% de
umidade aumentou mais a viabilidade das sementes do que a reducdo de 1°C na

temperatura de armazenamento (RAWAT E THAPLIYAL, 2003). De fato,
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independentemente do método utilizado nos diferentes trabalhos, consegue-se constatar
a importancia no estabelecimento de um ponto 6timo de desidratagdo para aliar as
técnicas de resfriamento para a conservacao de sementes de bambus.

O efeito da temperatura de armazenamento das sementes no aumento da
longevidade foi entendido mais claramente quando sua relagdo foi quantificada. E
evidente pelas curvas de sobrevivéncia do estudo, que quanto mais raso o gradiente,
maior foi a variagdo entre as sementes no periodo de viabilidade, onde em temperaturas
mais altas o gradiente foi mais acentuado, resultando na rapida deterioracdo das

sementes, aspecto esse anteriormente mencionado por RAWAT e THAPLIYAL (2003).
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Figura 3 - Teor de umidade (A) e porcentagem de germinacdo (B) de sementes de

Chusquea mimosa em funcao da desidratagdo por silica gel por até 96 horas.
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5.4.2 Conservacao ex situ: Sementes submetidas a solugdo PVS3 por 60
minutos apresentaram 80% taxa de regeneragdo in vitro ap0s a criopreservacgao (Figura
5). Por sua vez, o tratamento por 30 minutos resultou em taxa de germinagao de 45% e
os tratamentos de 120 e 180 minutos resultaram em taxa de germinacao de 60%. A
testemunha sem o uso de crioprotetores resultouem 35 % de germinacgao.

As sementes de C. mimosa apresentaram diferencas na porcentagem de
germinacao apos os dois primeiros meses de conservacao. O tratamento de 24 horas de
criopreservacao das sementes e a testemunha apresentaram o mesmo percentual de
germinagdo, que foi de 66%. Apos dois meses apesar da reducdo na taxa de germinagao
em todos os tratamentos de temperatura, a criopreservagdo demonstrou resultados
superiores aos demais tratamentos, apresentando 33% de germinagdo, seguido das
sementes que foram armazenadas na geladeira e sala de crescimento com temperatura
controlada, e freezer, com 20% de germinagao.

Aos quatro meses de conservacdo observou-se reducdo na taxa de germinagao
das sementes armazenadas em sala de crescimento, geladeira e freezer, enquanto, nas
sementes criopreservadas houve um aumento na porcentagem de germinagao, com cerca
de 50% sementes germinadas, valor que se aproximou ao observado apos a conservagao
por 24 h em NL. As sementes que foram armazenadas na geladeira, sala de crescimento
e freezer, apresentaram respectivamente 33,3%, 13,3% e 10% de germinagao.

A ultima andlise foi realizada apds seis meses e manteve a tendéncia da
avaliacdo anterior, onde as sementes criopreservadas mostraram percentual de
germinagdo superior aos demais tratamentos, mantendo os 50% de germinacgdo, e as
sementes que foram armazenadas na geladeira, sala de crescimento e freezer,
apresentaram respectivamente 30,3%, 10% e 6,6% de germinacao.

As sementes criopreservadas também apresentaram melhores caracteristicas
morfologicas durante o desenvolvimento in vitro do que os demais tratamentos que
foram submetidos as baixas temperaturas. Apenas as sementes conservadas em
temperatura de sala de crescimento (~25°C) apresentaram desenvolvimento aproximado
ao da criopreservagao (Figura 6).

As sementes s3o a forma mais comum de conservagdo ex situ, por serem a
unidade de propagac¢do natural das espécies de plantas superiores. O fato ¢ que nem
todas as plantas produzem sementes ortodoxas, que sdo aquelas com capacidade de
desidratagdo até 5% para a conservagdo em temperaturas ultrabaixas, fator que acaba

limitando a longevidade das sementes ao longo de geragdes (SANTOS, 2000). No
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presente trabalho confirmou-se essa premissa, uma vez que as sementes desta espécie
demonstraram viabilidade expressiva em resposta a desidratagdo e criopreservacao.

Na conservagao de Arundinaria alpina, em temperaturas de aproximadamente
22° C por um ano, observou-se uma diminui¢ao de 43% na taxa de germinagdo (Bahru
et al., 2015). Esses dados sdo coerentes com aqueles obtidos no presente trabalho onde
em condi¢des de temperatura de aproximadamente 25° C, obteve-se cerca de 56% de
diminui¢do na taxa de germinagao apds 6 meses de avaliacao.

No presente trabalho observou-se oscilagdes e diminui¢ao na taxa de germinagao
das sementes ao longo do tempo nos tratamentos em temperatura ambiente, refrigeragao
a 6°C e congelamento a -20°C, principalmente apds o primeiro ano de conservagao,
enquanto as sementes criopreservadas apresentaram uma taxa de germina¢do constante
ao longo dos dois anos de experimento (NOGUEIRA, 2018). Algumas dessas
oscilagdes também foram observadas no presente trabalho, e de acordo com estudos de
diversidade genética, essa heterogeneidade nos lotes poderia ser explicada devido a
variabilidade genética das sementes dentro de uma mesma populagdo (SILVA, 2019).
Esses diferentes niveis de diversidade podem variar de acordo com o tamanho
populacional e o fluxo génico entre os individuos (LOWE et al., 2005 ¢ VRANCKX et
al., 2014), e quando se consideram as populacdes de bambus, essa variacdo pode ser
ainda mais expressiva devido aos eventos esporadicos de florescimento (SILVEIRA,

2001).



33

Ambiente | | Freezer | | Geladeira | I Nitrogénio Liquido
80%
60%
o
o
[s3
©
E 40%
=
@
O
i . i ﬁ - i ﬁ -
0%
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
Meses B
Ambiente I I Freezer | I Geladeira I l Nitrogénio Liquido l
50%
40%
8
© 30%
«©
=
£
]
S 20%
o
) i i i
- ﬁ ﬁ
0 2 4 6 1] 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
Meses

Figura 4 - Percentual de germinacao (A) e contaminacao (B) in vitro em sementes de
Chusquea mimosa, ap6s conservagao em diferentes temperaturas de armazenamento ao
longo de seis meses. Pontos: (1) Tempo 0, apds a coleta; (2) Apds 2 meses; (3) Apos 4
meses; e (4) apds 6 meses de conservagao.
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Colmo desenvolvido in vitro (D) ap6s 6 meses de conservacao em sala de crescimento a
aproximadamente 25° C; Germinag¢ao da semente (E) e Colmo desenvolvido in vitro (F)
ap6s 6 meses de conservagdo em geladeira a 6° C; Germinagdo da semente (G) e
Colmos desenvolvidos in vitro (H) apos 6 meses de conservagdo em freezer a -20° C;
Germinagdo da semente (I) e Colmos desenvolvidos in vitro (J) apoés 6 meses de
criopreservacao em NL a - 196° C; e semente oxidada apos introducao in vitro (K).

Barras: A, C,E, G, I, K: 2mm; B, D, F, H, J: 5 mm.

5.5 Conclusio

Sementes de C. mimosa toleram a desidratagdo em silica gel por 72 horas,
mantendo a taxa de germinacao das sementes em no minimo 30%.

Também possivel concluir, apesar da auséncia de estudos com bambus, em
especificocom C. mimosa, que o comportamento das sementes desta espécie se mostrou
mais semelhante ao ortodoxo, permitindo a desidratacdo e conservagdo em NL, com
subsequente regeneracdo de plantas in vitro, por pelo menos 6 meses apos a
criopreservagao.

Sementes de C. mimosa tratadas com a solugdo crioprotetora PVS3 por 60 min
apresentaram taxa de 60% de germinacdo in vitro apds serem submetidas a
criopreservacgao por 24 horas.

Sementes de C. mimosa apresentaram 50% de germinacdo in vitro, apos seis
meses em criopreservacdo. Sementes mantidas em geladeira, sala de crescimento e
freezer apresentaram 30,3, 10,0% e 6,6%, respectivamente de taxa de germinagdo in

vitro apos esse periodo.
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7. Micropropagaciao de Chusquea mimosa

7.1 Resumo
Chusquea mimosa, ¢ um bambu nativo lignificado e de ocorréncia endémica no bioma
Mata Atlantica do Brasil, mais especificamente nas formacdes florestais ciliares dos
ecossistemas Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila Mista. Bambus
normalmente apresentam longos intervalos de tempo para a floragao e a producdo de
sementes, podendo levar mais de 100 anos dependendo da espécie. Assim, sua
propagagao convencional ¢ preferencialmente assexuada e os métodos empregados sdo
pouco eficientes, demorados e caros. Técnicas de cultura de tecidos vegetais permitem a
micropropagacdo em larga escala de mudas uniformes e livres de pragas e doengas. O
presente trabalho objetivou desenvolver um protocolo de micropropagacdo de C.
mimosa a partir de explantes obtidos de plantulas germinadas in vitro. Numa primeira
etapa foi realizado um experimento retirando a palea e a lema das sementes,
constatando-se que a retirada dessas estruturas aumentou em 40% a taxa de germinag¢ao
em relacdo as que tiveram todas as estruturas mantidas, além de contribuir na reducdo
de 20% da taxa de contaminagdo nas fases de introdugao e estabelecimento das culturas.
Na etapa de multiplicacdo foram testadas diferentes concentracdes das citocininas 6-
benzilaminopurina (BAP) e Metatopolina (mT) e a concentracdo de 20 uM de mT
resultou na maior taxa regenerativa, do que a testemunha em 30 dias de cultivo. De
forma geral o uso das citocininas aumentaram a taxa de multiplicacdo de brotos de C.
mimosa em todos os tratamentos, quando comparado a testemunha, sem uso de
fitorreguladores. Conclui-se que o presente trabalho possibilitou a realizagao da
introdugdo e multiplicacdo in vitro de C. mimosa utilizando citocinas como aliadas no

aumento da taxa de multiplicacdo de colmos.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, micropropagacdo, fitorreguladores,

organogenese.
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7.2 Introdugao

O bambu Chusquea mimosa (tribo Bambuseae), ¢ uma espécie nativa e
endémica do Brasil, popularmente conhecido como carad, card-mimoso, cara-de-vara e
caraja. Essa espécie engloba os bambus lignificados de clima tropical, no sul do Brasil
se encontra na mata atlantica em formagoes florestais ciliares ou de Galeria, da Floresta
Estacional Semidecidual, e da Floresta Ombroéfila Mista (CLARK et al., 2022), e
apresenta distribui¢cdo na regido sudeste e sul (SCHMIDT, 2008).

As touceiras de C. mimosa podem ter colmos sélidos que chegam a 1,6 metros
de altura, e 1 a 3 cm de didmetro (SCHMIDT, 2009). Os bambus tém reconhecida
importancia econdmica, social e ambiental. Contudo, a disponibilidade de colmos de C.
mimosa € cada vez mais reduzida em consequéncia do constante desmatamento,
degradagdo do meio ambiente, expansao das fronteiras agricolas e as dificuldades e
limitacdes legais para a sua exploracdo em ecossistemas naturais.

Os bambus apresentam o potencial de usos muito variados, com destaque para
construgdo civil onde é conhecido como o “ago vegetal”, demonstrando em testes de
resisténcia a tracao e compressao pela densidade, pode ser mais eficiente que concreto
(CARBONARI et al., 2017). Na induastria moveleira e design ¢ um dos nichos onde o
bambu tem grande espago, justamente pela sustentabilidade que vem embutida ao seu
uso na fabricacdo das pegas (ORTHEY, 2015). Além de outras areas como na
alimentagdo com a producdo de biomassa e outros produtos alimenticios, no paisagismo
e artesanatos, entre outros (FILGUEIRAS & GONCALVES, 2006; SANTI, 2015).

Apesar de todos os beneficios e multifuncionalidades do bambu, um dos
gargalos que a cultura apresenta ¢ relacionado aos métodos convencionais de
propagacdo vegetativa, sendo esses por: divisdo de touceiras, divisdo do rizoma,
segmentagdo de colmos ou por meio de sementes. E as principais dificuldades
relacionadas a estes fatores sdo a falta de uniformidade e logistica devido ao volume e
peso do material vegetal (GIELIS et al., 2001), e no caso das sementes, a
disponibilidade devido ao ciclo de reproducao imprevisivel, tornando a ocorréncia do
florescimento, logo, producdo de sementes, variavel dentro de cada espécie
(THAPLIYAL, 2015).

Decorrente das limitagdes da propagagdo convencional de bambus, destacam-se
as ferramentas biotecnoldgicas associadas a micropropagagdo, o que possibilita a

produgdo de genotipos de elite, uniformes, com garantias fitossanitarias e em grande
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escala para diferentes espécies (GUERRA et al., 1999; JIMENEZ et al., 2006;
RAMANAYAKE et al., 2006; ORNELLAS, 2017; ORNELLAS et al.,2019).

Um protocolo padrao de micropropagagao de bambus ocorre em cinco principais
estagios: 1) Selecdo de plantas matrizes e explantes; 2) Introducdo e estabelecimento in
vitro; 3) Multiplicagdo de touceiras; 4) Enraizamento e; 5) Aclimatizagdo (NOGUEIRA
etal., 2017).

A introdugdo in vitro ¢ caracterizada pela desinfestagao e inoculagdo do material
vegetal até o seu estabelecimento em condig¢des assépticas. A etapa de multiplicagdo ¢é
feita em meios de cultura suplementados com fontes de carbono, vitaminas,
fitorreguladores e agente geleificante, buscando disponibilizar as condi¢des adequadas a
proliferacdo dos brotos. O enraizamento ¢ uma etapa ndo obrigatoria, pois muitas
espécies apresentam o desenvolvimento de raizes desde a multiplicagdo, sem
necessidade de uma etapa exclusiva para a indugdo do sistema radicular (ARYA et al.
(2012).

Fitorreguladores tais como o 6-benzilaminopurina (BAP) e a Metatopolina (mT)
sdo amplamente utilizados para a micropropaga¢do de bambus para o aumento da taxa
de multiplicagdo de colmos (ARYA et al., 1999; SINGH et al., 2012). Estas citocininas
tém o potencial de estimular brotagdes laterais nas touceiras de bambus in vitro
(MUDOI, 2013; SANDHU 2018 e JIMENEZ, 2007).

O presente trabalho objetivou estabelecer um protocolo de micropropagagdo

para C. mimosa, utilizando explantes originados de sementes germinadas in vitro.
7.3 Material e métodos

7.3.1 Introducao in vitro de sementes: A introdugao in vitro do C. mimosa foi
se deu por meio de sementes, sendo realizado teste de germinacao para verificagdo da
influéncia da palea e a lema no processo de emergéncia das sementes. O experimento
teve delincamento inteiramente casualizado, com 2 tratamentos, sendo: sementes
integras e sementes com a palea e a lemaremovidas manualmente. Cada tratamento teve
40 repeticdes, e 5 sub repeti¢des, onde cada repetigao foi representada por um tubo de
ensaio com uma semente, ¢ cada sub repeticdo foi composta por 8 tubos com uma
semente.

A desinfestacdo das sementes foi realizada com base nos protocolos ja definidos
por (ORNELLAS, 2017; ORNELLAS et al., 2019) com D. asper e G. chacoensis,

iniciando com limpeza das sementes em agua corrente por 5 minutos. Posteriormente,
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em camara de fluxo laminar (CFL) as sementes foram imersas em solucao de biocida
Kasumin® (2 mL L-') e Tween® 20 (1 gota/100 ml de solu¢do) por 20 minutos, alcool
70° GL por 1 minuto, e entdo imersas em solu¢do de hipoclorito de so6dio (2 % de cloro
ativo) acrescido de Tween® 20 (1 gota/100 ml de solugdo) por 15 minutos. Em seguida,
foi realizada triplice lavagem com 4gua deionizada autoclavada e as sementes foram
entdo transferidas para um papel absorvente estéril para a retirada do excesso de agua.
Em seguida as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio (25 mm X 150 mm)
contendo 10 mL de meio de cultura cada.

O meio de cultura utilizado foi o MS/2 (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com vitaminas de Morel (MOREL & WETMORE, 1951), sacarose a
1,5% (p/v), e gelificado pela adi¢do de Phytagel® (2 g L-'). O pH do meio foi aferido
para 5,8 e a esterilizagao foi realizada em autoclave a 121° C, 1,1 atm por 15 minutos.
As culturas foram mantidas por sete dias em auséncia de luz e apds esse periodo
transferidas para sala de crescimento com fotoperiodode 16 h.

O parametro avaliado foi o percentual de germinacao de cada tratamento, onde
foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram a emissao da radicula ou
coledptilo. As sementes foram observadas a cada dois dias apds a inoculagdo, e a

avaliacdo se iniciou ap6s o inicio da germinagao.

7.3.2 Multiplica¢do: A multiplicacdo do Chusquea mimosa foi realizada a partir
de uma curva de regressao de doses das citocininas BAP e mT nas concentragdes de 0,
10, 20 e 30 uM. Foram utilizados colmos provenientes de touceiras estabelecidas da
introducgao in vitro de sementes.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com 12 repetigdes e 5 sub
repetigdes por tratamento, representada por um tubo de ensaio com um colmo e cada
sub repeticdo foi representada com 4 tubos de ensaio, cada um com 1 colmo,
totalizando, 48 plantas no experimento.

O meio de cultura utilizado foi o MS/2 (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com vitaminas de Morel (MOREL & WETMORE, 1951), sacarose a
1,5% (p/v), e gelificado pela adigdo de Phytagel® (2 g L-') e em dois tratamentos
adicionadas doses de 10, 20 ,30 um de BAP e mT mais um tratamento sem adi¢do de
fitorreguladores. O pH do meio foi aferido para 5,8 e a esterilizagdo foi realizada em
autoclave a 121° C, 1,1 atm por 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de

crescimento com fotoperiodode 16 h.
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Apo6s 30 dias, os parametros avaliados foram o nimero de colmos, altura de
colmos, nimero de raizes e comprimento de raizes, com objetivo de avaliara diferenga
do potencial de multiplicagdo das diferentes concentracdes de BAP e mT em

comparag¢ao com o efeito em uma testemunha sem uso de fitorreguladores.

7.3.3 Analises estatisticas: Para os dados de diferentes concentragoes de BAP e
mT foram realizadas andlises separadamente, onde verificou-se a normalidade dos
residuos por meio do teste de Shapiro Wilk. Também foi verificada a homogeneidade

das variancias por meio do teste de Bartlett.
7.4 Resultados e discussao

7.4.1 Introducio in vitro: A retirada da palea e a lema das sementes resultouem
60% de germinagdo, taxa essa superior aquela onde esse procedimento ndo foi
realizado, a qual resultou em 20% de germinacdo. Além da germinacao, a retirada da
palea e da lema contribuiu para a diminui¢do das perdas por contaminagdo na
introducdo in vitro (10%). J4, as sementes que ndo foram submetidas a esse
procedimento apresentaram 30% de contaminagao.

Apesar da micropropagacao ser uma técnica utilizada para a produ¢ao de mudas
de bambus, a maior parte das espécies ndo possuem um protocolo préprio,
principalmente pela dificuldade no estabelecimento in vitro, tendo como principais
fatores a oxidag@o dos colmos e a contaminagdo por fungos e bactérias, pois a propria
anatomia desse grupo de plantas contribui para a presenca de microrganismos. (SINGH
et al., 2013 ¢ ARAUJO, 2020). Durante as etapas do estabelecimento, com intuito de
diminuir a contaminag¢do, se usam técnicas em condi¢des de total assepsia (SINGH et
al.,2013), e ¢ comum o uso de solu¢des como fungicidas e bactericidas sistémicos a fim
de reduzir a contaminacdo nas estruturas externas do material vegetal que vai ser
introduzido in vitro JIMENEZ et al., 2006).

No presente trabalho, foi utilizado uma adaptacao do método de desinfestacao
do protocolo de Ornellas (2017) desenvolvido para o Guadua chacoensis, e aretiradada
palea e da lema das sementes. Essa pratica aliada ao uso de agentes desinfestantes como
o hipoclorito de sodio e 0 Kasumin®, demonstrou resultados promissores, diminuindo a

contaminac¢do sem diminuir a taxa de germinagdo e estabelecimento in vitro.
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7.4.2 Multiplicacdo: Comparativamente a testemunha, as citocininas utilizadas
promoveram aumentos da taxa de multiplicacdo de colmos, e essa taxa aumentou até um
determinado ponto, estabilizou, e depois a tendéncia foi de queda (Figura 2A). Ou seja,
tanto o BAP quanto a mT tiveram uma concentracdo 6tima, e que apos ultrapassada,
resultou em diminui¢do na taxa de multiplicagao.

O tratamento que mostrou melhor taxa de multiplicacdo de colmos foi a concentragao
de 20 uM de mT (Figura 2A). Em relagdo a altura dos colmos, os tratamentos contendo
10 e 30 uM de BAP e mT apresentaram uma reducao maior em relagdo a testemunha do
que as demais concentracdes das CKs avaliadas (Figura 2B).

O numero de raizes foi negativamente afetado pela mT em todas as concentragdes.
Observou-se que quanto maior a concentragdo, menor a taxa de inducao de raizes. Nos
tratamentos com BAP, o numero de raizes foi menor na concentragao de 10 uM. Ja nas
concentracdes de 20 e 30 uM, o numero médio de raizes foi similar ao observado na
testemunha (Figura 2D).

O comprimento de raizes seguiu a mesma tendéncia da taxa de multiplicacdo de colmos
(Figura 2C), onde a adigao das CKs no meio de cultura teve relacao direta com o
aumento no comprimento de raizes.

O uso de citocininas na etapa de multiplicacdo ¢ usual por estimularem as brotagdes
laterais e por estarem relacionadas ao rejuvenescimento dos tecidos vegetais (MUDOIL,
2013; SANDHU 2018 ¢ JIMENEZ, 2007). Outros autores, tais como Arya et al.,
(1999), Ornellas, (2017), Ornellas et al., (2019) e Nogueira, (2018) evidenciaram o
potencial do aumento na taxa de multiplicagdo utilizando CKs, como a BAP ¢ mT em
diferentes concentra¢des nas culturas in vitro de D. asper, G. chacoensis e G. magna,
respectivamente.

Estes mesmos autores, em scus trabalhos relataram a ocorréncia de modificacdes
morfologicas, tais como a hiperhidricidade durante o periodo de exposi¢do do material
vegetal aos fitorreguladores. Essas que podem estar relacionas a adi¢cdo das CKs no
meio de cultura (SOUSA, 2006 e REIS, 2004), com ou sem a combinacdao de outros
reguladores de crescimento, uma vez que isso podem resultar em desequilibrios
fisiologicos e nutricionais levando a mudangas na morfologia das plantas (DE CASTRO
TORRES, 2017), o que também foi observado também no presente trabalho.

Durante a multiplicagdo das touceiras de C. mimosa, foi observada a ocorréncia
de hiperhidricidade em todos os tratamentos. Os colmos apresentaram aspecto

quebradi¢o e translucido (Figura 3C), e em seguida ocorreu a oxidagdo dos colmos,
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comportamento este, também relatado em trabalhos de outros autores como o de Arya
(2012).

Trabalhos feitos na area de micropropagagao de plantas tém enfatizado de forma
crescente os fatores que interferem na qualidade das plantas durante os ciclos de
multiplicacdo. De acordo com Vasconcelos et al. (2012) a hiperhidricidade ¢ um estado
fisiologico em que a planta apresenta um acimulo anormal de 4gua no interior das
células, resultando nas folhas e brotos o aspecto translucido com aparéncia fragil como
vidro. Os sintomas da hiperhidricidade em folhas, podem também incluir a ocorréncia
de alongamento e turgidez e esses distirbios fisioldgicos sdo variaveis de acordo com a
cultura e podem ocorrer em graus diferentes de severidade, sendo normalmente um
processo reversivel (RESENDE, 2012). Cultivos in vitro que apresentam sintomas de
hiperhidricidade sofrem reducdo nas taxas de transpiracdo e fotossintese, € entdo os

tecidos sao facilmente danificados pela dessecacao, diminuindo a taxa de sobrevivéncia
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Figura 1- Percentual de germinacdo (A) e contaminacdo (B) in vitro em sementes de
Chusquea mimosa no teste de germinagcdo com e sem a retirada das estruturas palea e

lema.
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Figura 2- Percentual de multiplicagdo in vitro de Chusquea mimosa, com o uso de BAP
e mT em diferentes concentracdes. Verificou-se a normalidade dos residuos por meio do
teste de Shapiro Wilk. A homogeneidade das variancias foi realizada pelo teste de Bar-

tlett. E por meio da analise de regressao temos as equacdes ¢ R? nas figuras A, B, C e D.

Figura 3. Chusquea mimosa apo6s a introducdo in vitro. A: Colmo com primeira folha
desenvolvida apos 15 dias; B: Colmo apos 30 dias; C: Touceira apds 60 dias, com sinais de
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hiperhidricidade e D: Touceira com colmo inicial oxidado e desenvolvimento de brotagdes
laterais. Barras: A: 1mm; B, C ¢ D: 2mm.

Figura 4. Touceiras de Chusquea mimosa ap6s 30 dias em diferentes concentragdes de

BAP e mT. A: Testemunha; B: Tratamento BAP 10 pM; C: Tratamento mT 20 uM.

Barras: 2mm.

7.5 Conclusoes

A retirada da palea e lema das sementes de C. mimosa resultou em aumento de
40% da taxa de germinagdo in vitro comparativamente as sementes intactas.

A retirada da palea e lema das sementes C. mimosa resultou em redugdo de 20%
da taxa de contaminagao nas fases de introdugao e estabelecimento in vitro.

As citocininas BAP ¢ mT aumentaram a taxa de multiplicacdo de brotos de C.
mimosa em todos os tratamentos, quando comparado a testemunha e o maior

incremento de brotos ocorreu em resposta a 20 uM de mT.
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