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“Ser ruim em alguma coisa, é 0 primeiro
passo para se tornar bom em alguma
coisa”.

Hora da Aventura.

“O Bambu é uma planta que tem fortes
raizes, muita flexibilidade, enverga, mas
ndo parte, vive em comunidade e demora
muitos anos para florescer.

Que a nossa vida seja como o Bambu:
Que tempestade nenhuma nos derrube,
que tenhamos a flexibilidade de nos
adaptarmos as situagdes, que vivamos
sempre rodeados de nossos amigos e
familiares, aqueles que tal como nds
querem ser como o0 Bambu. Demore o
tempo que demorar, lutemos sempre pelos
nossos sonhos ™.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo aperfeicoar técnicas de multiplicacdo clonal in vitro de
Guadua magna e Guadua aff. chaparensis, desenvolvendo estudos relacionados a calogénese,
embriogénese somatica e cultura de células em suspensdo, além de avaliar a aplicacdo de
biorreatores em etapas do processo. Investigacbes anatdmicas e histoquimicas, além de
andlises moleculares, também foram realizadas para melhor caracterizar as diferentes etapas
envolvidas nos processos estudados. Para tanto, inicialmente foi realizada a inducdo da
calogénese em explantes formados por segmentos nodais, segmentos internodais e bainhas
foliares de plantas estabelecidas in vitro de G. magna. Os explantes foram submetidos a meio
de cultura de MS suplementado com dicamba, 2,4-D e picloram nas concentragdes de O; 6,77;
13,54; 20,31 e 27,08 uM. Aos 60 dias de cultivo, verificou-se que todos os tratamentos
apresentaram formacao de calos de coloragédo branco-amarelada e de aspecto mucilaginoso. A
analise histologica revelou zonas meristematicas com células em intensa divisdo e formacao
de primdrdios radiculares. As maiores percentagens de formacdo de calos foram obtidas nas
concentragfes 20,31 uM (88,0 %), 13,54 uM (85,3 %) e 27,08 uM (74,7 %). O maior
incremento de massa fresca de calo foi verificado em 13,54 uM de picloram (402,5 mg). Os
calos formados foram inoculados em Erlenmeyer (125 mL) contendo 20 mL de meio de MS
liquido, suplementado de 4,44 uM de dicamba, 2,4-D ou picloram, onde foram avaliadas
quatro diferentes origens de calos da etapa de inducédo de calos para o estabelecimento: 13,54
uM de dicamba (T1), 13,54 uM de 2,4-D (T2), 13,54 uM de picloram (T3) ou 20,31 uM de
picloram (T4). Apds seis subculturas de 30 dias cada, T3 e T4 apresentaram melhores indices
de estabelecimento (100 % e 83,3 %, respectivamente), incremento da massa fresca e massa
seca dos cultivos celulares em suspensdo. A partir de andlise citoquimica, os cultivos em T3 e
T4 apresentaram aglomerados de células avermelhadas, o que as qualifica como positivas
quanto a viabilidade embriogénica, conferindo a esses tratamentos as melhores condi¢des de
cultivo para tal finalidade. Num segundo capitulo, segmentos nodais de plantas cultivadas in
vitro da espécie Guadua aff. chaparensis foram inoculados em meio de cultura de MS com
2,4-D e picloram, nas concentra¢fes 11,1 UM ou 22,2 UM para inducdo da embriogénese
somatica. Apo6s 120 dias de cultivo, foram observados quatro calos morfologicamente
distintos: (1) gelatinosos em 11,1 uM de 2,4-D, (2) compactos em 22,2 uM de 2,4-D, (3)
fridveis em 11,1 pM de picloram e (4) compactos nodulares em 22,2 uM de picloram. Nos
calos friaveis foi observado a formacdo de pro-embrides, uma caracteristica decisiva para a
progressao de embrides somaticos, e também a presenca de grdos de amido. Os calos fridveis
foram submetidos a cultura liquida sob agitacdo para a obtencdo de cultivos celulares em
suspensdo nos tratamentos T1- controle, T2- 4,44 uM de 2,4-D, T3- 4,44 uM de picloram ou
T4- combinacdo das auxinas. Todos os tratamentos proporcionaram células com viabilidade
embriogénica verificadas com a analise citoquimica, exceto T1- controle. Apds o
estabelecimento e a multiplicacdo das culturas celulares, foi realizado o restabelecimento de
calos, a partir de aliquotas de 20 pL dos cultivos ressuspendidas em meio de MS nos
tratamentos com 2,4-D e picloram, nas concentragdes de 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 pM.
Tais calos apresentaram aspecto friavel e, a partir da analise anatdmica, foram observados
pré-embrides somaticos. Por fim, num terceiro capitulo, realizou-se a multiplicacdo de
propagulos vegetativos de G. magna em diferentes sistemas de cultivo in vitro: T1 MLC-
Meio Liquido Convencional; T2 MLA- Meio sob Agitacdo, T3 BIPER- Biorreatores de
Imersdo Permanente e T4 BIT- Biorreator de Imersdo Temporaria. Apos 90 dias de cultivo,
BIPER e BIT apresentaram maiores médias de sobrevivéncia dos propagulos em cultivo,
numero de brotagdes, altura de brotac6es e massa fresca, bem como contetdo de clorofila a, b
e carotenoides. A partir da analise de extravasamento de eletrolitos, foi possivel verificar que
em todos os tratamentos os danos & membrana foram relativamente baixos nos sistemas de

9



cultura (< 33,5), exceto no T2-MLA (60,4). Na anélise dos componentes bioquimicos
(AST/Amido), as mudas de G. magna cultivadas em T3-BIPER e T4-BIT, consumiram em
maior quantidade suas reservas de carboidratos (AST). A andlise anatdmica revelou a
presenca de regiGes meristematicas, células de primordios foliares e radiculares, e meristema
apical de caule, ou seja, que as mudas propagadas continham a estrutura celular bésica
necessaria para o desenvolvimento de novos brotos e raizes. Também foi possivel visualizar a
conexao entre o sistema vascular do caule e as folhas, onde um ou mais feixes vasculares séo
orientados para as folhas. Quanto a aclimatizacdo, as melhores taxas de sobrevivéncia foram
obtidas das plantas de G. magna advindas dos tratamentos T3-BIPER e T4-BIT, com
ocorréncia de enraizamento adventicio espontaneo. Para analise da fidelidade genética, a
partir de marcadores moleculares ISSR’s, os individuos analisados apresentaram entre si 100
% de similaridade em todos tratamentos, e os somaclones diferiram em média menos de 0,2
%. Conclui-se que, as informacdes inéditas geradas neste trabalho podem ser (teis para
contribuir no entendimento dos aspectos bioldgicos, fisioldégicos e bioquimicos durante o
processo de cultivo in vitro de G. magna e G. aff. chaparensis e assim também para o
aperfeicoamento da multiplicacdo clonal em sistemas de cultivo in vitro, inclusive para outras
espécies de bambu.

Palavras-chave: Poaceae, Bambusoideae, Guadua, morfogénese, sistemas de cultivo,
analises bioguimicas, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

This work aimed to improve in vitro clonal multiplication techniques of Guadua magna and
Guadua aff. chaparensis, developing studies related to callogenesis, somatic embryogenesis
and cells suspension culture, in addition to evaluating the application of bioreactors in stages
of the process. Anatomical and histochemical investigations, in addition to molecular
analyzes, were also carried out to better characterize the different steps involved in the
processes studied. Therefore, initially, induction was performed the callogenesis in explants
that consisted of nodal segments, internodal segments and leaf sheaths of plants established in
vitro of G. magna. The explants were submitted to MS medium culture supplemented with
dicamba, 2,4-D or picloram in concentrations of 0; 6.77; 13.54; 20.31 and 27.08 uM. At 60
days of cultivation, it was found that all treatments showed yellowish-white calli and
mucilaginous appearance. The histological analysis revealed meristematic zones with cells in
intense division and formation of adventicius roots. The highest average percentages of calli
formation were obtained in the concentrations 20.31 uM (88.0 %), 13.54 uM (85.3 %) and
27.08 uM (74.7%). The highest increment of fresh mass of calli was verified in 13.54 uM of
picloram (402.5 mg). The calli formed were inoculated into Erlenmeyer flasks (125 mL)
containing 20 mL of liquid MS medium, supplemented with 4.44 uM dicamba, 2.4-D or
picloram, which were evaluated four different calli origins to induction calli step to
establishment: 13.54 uM dicamba (T1), 13.54 uM 2.4-D (T2), 13.54 uM picloram or 20.31
uM picloram (T4). After six subcultures of 30 days each, T3 and T4 showed better rates of
establishment (100 % and 83.3 %), increase in fresh mass and dry mass of the cell suspension
cultures. From cytochemical analysis, cultures in T3 and T4 showed a greater cluster of
reddish cells, which qualifies them as positive in terms of embryogenic viability, giving these
treatments the best culture conditions for this purpose. In a second chapter, nodal segments of
the species of G. aff. chaparensis were inoculated into MS medium with 2,4-D and picloram,
in concentrations of 11.1 uM or 22.2 uM to induce somatic embryogenesis. After 120 days of
cultivation, four morphologically distinct calli were observed: (1) gelatinous in 11.1 uM of
2,4-D, (2) compact in 22,2 uM of 2,4-D, (3) friable in 11.1 uM picloram and (4) nodular
compacts in 22.2 uM picloram. In friable calli, the formation of pro-embryos was observed, a
decisive characteristic for the progression of somatic embryos, and also the presence of starch
grains. The friable calli were subjected to liquid culture under agitation to obtain cell
suspension cultures in the treatments T1- control, T2- 4.44 uM of 2.4-D, T3- 4.44 uM of
picloram or T4- in combination with auxins. All treatments provided cells with embryogenic
viability verified with cytochemical analysis, except T1- control. After the multiplication of
cultures, calli recovery was performed, using aliquots of 20 pL of the cultures resuspended in
MS medium in the treatments with 2,4-D and picloram, in the concentrations of 0; 6.77,
13.54; 20.31 and 27.08 pM. Such calli showed a friable aspect and, from the anatomical
analysis, somatic pro-embryos were observed. Finally, in a third chapter, it was realized the
multiplication of vegetative propagules of G. magna in different in vitro culture systems: T1
CLM- Conventional Liquid Medium, T2 LMA- Medium under Agitation, T3 PERIB-
Permanent Immersion Bioreactors and T4 TIB- Temporary Immersion Bioreactor. After 90
days of cultivation, PERIB and TIB showed higher means of the vegetatives propagules
survival, number of shoots, size of shoots and mass fresh, as well as chlorophyll content a, b
and carotenoids. Through the analysis of electrolyte leakage, it was possible to verify that in
all treatments the damage to the membrane was relatively low in the culture systems (< 33.5),
except T2-LMA (60.4). In the analysis of the biochemical components (AST / Starch), the G.
magna seedlings grown in T3-PERIB and T4-TIB, consumed their carbohydrate reserves
(AST) in greater quantity. The anatomical analysis revealed that the propagated seedlings
contained the basic cellular structure necessary for the development of new shoots and roots,
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and also evidenced the presence of meristematic regions, cells of leaf and root pimordial, and
stem apical meristem. It was also possible to visualize the connection between the vascular
system of the stem and the leaves, where one or more vascular bundles are oriented towards
the leaves. As for acclimatization, the optimal survival rates were obtained from the G. magna
plants from T3-PERIB and T4-TIB, with the occurrence of spontaneous adventitious rooting.
For genetic fidelity analysis, using ISSR's molecular markers, the individuals analyzed
showed 100 % similarity in all treatments, and the somaclones differed on average less than
0.2 %. It is concluded that the new information generated in this study can be useful to
contribute to the understanding of the biological, physiological and biochemical aspects
during the in vitro cultivation process of G. magna and G. aff. chaparensis, as well as the
improvement of in vitro clonal multiplication in cultivation systems, including other bamboo
species.

Key-words: Poaceae, Bambusoideae, Guadua, morphogenesis, culture systems, biochemical
analyses, molecular markers.
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1. INTRODUCAO GERAL

As florestas nativas brasileiras possuem vasta diversidade de bambus. Entre as vérias
espécies, destacam-se a Guadua magna e Guadua aff. chaparensis, endémicas do Bioma
Cerrado e Amazonico, respectivamente. Ambas espécies, além da importancia ecoldgica,
também sdo utilizadas como matérias primas por comunidades tradicionais na fabricacdo de
artesanato e na construgdo de casas, celeiros e cercas, conferindo importancia econémica
regional (Filgueiras e Londofio, 2006; Londofio e Zurita, 2008; Arruda et al.; Filgueiras e
Londofio, 2011; Lizarazu et al., 2013; Filgueiras e Viana, 2017).

Os bambus sdo plantas monocarpicas, podendo ocorrer o perecimento do colmo apds o
florescimento e frutificacdo. O ciclo reprodutivo da maioria das espécies ocorre em periodos
raros e curtos e, em muitas vezes, acontece de forma imprevisivel (Mizuki et al., 2014,
Filgueiras e Viana; Guo et al., 2017). Esse fenbmeno torna inviavel a producdo de mudas de
bambu via seminal.

Devido a essas caracteristicas, diferentes técnicas de propagacao vegetativa vém sendo
empregadas para reproduzir vegetativamente espécies de bambu, entre as quais estdo o
desmembramento de touceiras e a estaquia (Gielis et al., 2001; Gallardo et al., 2008; Islan et
al., 2011). Contudo, essas técnicas se caracterizam por serem onerosas e de baixo rendimento,
além de necessitarem muita méo de obra e alocacao de espaco para produ¢do, ndo sendo uma
estratégia adequada para escala comercial (Singh et al., 2013).

Com os avan¢os na area da biotecnologia, novas técnicas foram sendo desenvolvidas
para mitigar os problemas encontrados pelos métodos convencionais de propagacao. A cultura
de tecidos de plantas utiliza pequenas porcfes de tecidos vegetais para a propagacdo de
plantas sob condicdes de laboratério, podendo proporcionar a producdo de mudas em larga
escala, em curto periodo de tempo e sem interferéncia sazonal (George, 2008; Hartmman et
al. 2011; Reed et al., 2011; Nogueira et al., 2019).

Dentre as metodologias de cultura de tecidos in vitro para bambus, a proliferacdo de
brotos a partir de gemas axilares dormentes em meios semi-sélidos e liquidos, incluindo
biorreatores de imersdo temporaria, vem sendo estudada por varios pesquisadores (Saxena e
Bhojwani, 1993; Bakshi et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016; Ribeiro et al., 2016; Sandhu et al.,
2017; Furlan et al., 2018; Nogueira et al., 2019; Ornellas et al., 2019; Vale et al., 2019). A
técnica apresenta vantagens, pois os tecidos organizados sdo geralmente geneticamente mais
estaveis e, portanto, menos propensos a variacdes somaclonais, se comparados com aqueles

originarios de calogénese (Mudoi et al., 2013; Sandhu et al., 2017).



A embriogénese somatica (Rao et al., 1985; Wei et al., 2015; Guo et al., 2017; Liu et
al., 2018; Somashekar et al., 2018), assim como a cultura de células (Ogita, 2005; Liu et al.,
2006; Ogita et al., 2012; Wong et al., 2013; Akker et al., 2015), também sdo métodos
estudados para propagacdo de bambus. Esta técnica apresenta vantagens em relacdo as
demais, a medida que possibilita um estudo refinado sobre os mecanismos da totipoténcia
celular dos tecidos das plantas, e ainda permite explorar o seu potencial morfogenénico (Fehér
2015; Silva-Cardoso et al., 2019). No entanto, a regeneracdo de embriGes somaticos e 0
desempenho pds-embrionario, além da diferenciacdo das células em propagulos
embriogénicos, como embrides somaticos, ainda ndo sdo considerados satisfatorios para a
maioria dos trabalhos (Mundoi et al., 2013; Singh et al., 2013).

Adicionalmente, o0 método de cultivo de células em suspensdo, uma vez dominado,
favorece maior taxa de divisdo celular. Tal resposta permite um crescimento acelerado e
exponencial das celulas, favorecidas pelo maior e melhor contato dos nutrientes do meio de
cultura com os explantes em cultivo, fato que pode possibilitar a propagacédo clonal em larga
escala das espécies (Litz e Gray, 1995; Cid, 1998; Teixeira et al.; Vanisree et al., 2004).

De maneira geral, sdo raros os trabalhos que envolvem a producdo de mudas de
bambus por cultura de células (Ogita et al., 2012; Mudoi et al., 2013). Até o presente
momento, nada € descrito na literatura sobre o uso dessa metodologia para as espécies G.
magna e G. aff. chaparensis, objetos de estudo nesse trabalho.

Outra ferramenta a ser investigada para producdo de mudas de bambu sdo os
biorreatores, equipamentos destinados para o cultivo em larga escala de propagulos vegetais
(células, embribes, gemas, raizes, caules, dentre outros tipos) oriundos da micropropagacdo
(Paek et al., 2005). A utilizacdo desse tipo de sistema pode permitir a otimizacao e reducao
dos custos de operacdo (Cid et al., 2002; Nogueira et al., 2017), sendo que diversos tipos de
prototipos e sistemas de biorreatores estdo sendo utilizados para propagar plantas com
interesse agrondmico e de elevado valor agregado (Scheidt et al., 2009).

De fato, a cultura de tecidos € uma ferramenta potencial para a rapida multiplicacéo de
plantas e demonstra ser promissora para a producdo em larga escala. A técnica tem como
vantagem adicional a produgdo de mudas com a mesma identidade genética das plantas as
quais tiveram origem. Para tanto, ferramentas moleculares podem ser utilizadas para certificar
0s materiais e evidenciar a fidelidade genética dos clones produzidos em laboratdrio (Singh et
al., 2013; Goyal et al., 2015).



Entre as técnicas baseadas em reacdo em cadeia de polimerase (PCR), o ISSR - Inter-
Simple Sequence Repeat (Zietkiewicz et al. 1994; Pradeep Reddy et al. 2002) é uma das mais
utilizadas. Ela é considerada uma técnica simples, rapida, altamente discriminativa e confiavel
para a deteccdo de fidelidade clonal de plantas micropropagadas (Negi e Saxena 2010; Singh
etal., 2012b; Singh et al., 2013; Brar et al., 2014; Goyal et al., 2015; Nogueira et al., 2019).

Ainda assim, apesar de promissora, a técnica de multiplicar bambus em condigdes de
laboratdrio ainda ndo é amplamente utilizada, principalmente em razéo da falta de protocolos
desenvolvidos para a grande maioria das espécies. Portanto, é relevante a geracdo de
informagdes que envolvem a multiplicagdo in vitro das espécies de bambu (Singh et al., 2013;
Mudoi et al., 2014; Sandhu et al., 2017), além de andlises envolvendo as respostas fisioldgicas
no desenvolvimento dos propagulos vegetativos, bem como a estudos histoldgicos,
histoquimicos e bioquimicos durante as diferentes etapas do processo. Essas analises podem
gerar uma grande quantidade de informacdo, auxiliando a otimizagéo destas metodologias.

Neste contexto, este trabalho teve o proposito de contribuir para o aperfeicoamento da
técnica de multiplicacdo clonal in vitro de Guadua magna e Guadua aff. chaparensis,
desenvolvendo estudos relacionados a calogénese, embriogénese somatica e cultura de células
em suspensdo, além de avaliar a aplicacdo de biorreatores em etapas do processo.
Investigacbes anatdmicas, histoquimicas e bioquimicas, além de andlises moleculares,
também foram utilizadas para melhor caracterizar as diferentes etapas envolvidas nos

processos estudados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Subfamilia Bambusoideae

A familia Poaceae é uma das maiores e mais diversas familias entre as Angiospermas,
compreendendo 771 géneros e mais de 11.000 espécies (Chase e Reveal, 2009; GPWG I,
2012; Soreng et al., 2015).

Alguns representantes desta familia sdo reconhecidos mundialmente por sua grande
importancia econdmica e ecologica, incluindo as principais culturas alimenticias como arroz,
milho e trigo, além de outras significantes como sorgo, cana-de-acUcar, aveia e diversas
gramineas forrageiras (Bennetzen, 2007; Sungkaew et al., 2009).

Com distribuicdo cosmopolita e ocorréncia numa enorme variedade de habitats, a
Familia Poaceae é formada por 12 subfamilias: Anomochlooideae, Aristidoideae,
Arundinoideae, Bambusoideae, Bhloridoideae, Danthonioideae, Micraioideae, Oryzoideae,
Panicoideae, Pharoideae, Puelioideae e Pooideae (GPWG Il, 2012; Soreng et al. 2015). A
subfamilia Bambusoideae é constituida pelos bambus e abrange cerca de 120 géneros
distribuidos em 1.641 espécies (Soreng et al., 2015). Atualmente, os bambus sdo classificados
em bambus herbaceos (tribo Olyreae) que abrange 17 géneros e 93 espécies; bambus lenhosos
temperados (tribo Arundinarieae) e bambus lenhosos tropicais (tribo Bambuseae) que
apresenta 18 géneros e 165 espécies (Sungkaew et al., 2009; Kelchner; BPG, 2013; Filgueiras
et al., 2015; Filgueiras e Viana, 2017).

De acordo com a Lista do Projeto Flora do Brasil (2017), ocorrem pelo territorio
nacional 35 géneros e 258 espécies de bambus nativos. O Brasil € um dos principais centros
de diversidade e de grau de endemismo de espécies de bambus nas Américas (Bystriakova et
al., 2004). As mais variadas espécies ocorrem principalmente nos dominios da Mata Atlantica
e Amazonia (Bystriakovaetal.; Filgueiras e Santos-Gongalvez, 2004; Greco et al., 2015).

Fundamentais para a manutencdo dos sistemas ecoldgicos nos quais estdo inseridos e
no desenvolvimento sécioecondmico, os bambus lenhosos sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de comunidades rurais de varios paises. Eles sdo rotineiramente utilizados
em construcdes civis, alimentacédo, bioenergia, e ainda como matéria-prima para artesanatos.
(Bystriakova et al., 2004; Mudoi et al.; Singh et al., 2013; Sandhu et al., 2017).



2.2. Distribuicdo geogréafica dos bambus

As espécies de bambus distribuem-se naturalmente dos tropicos até as regides
temperadas, apresentando maior ocorréncia nas zonas quentes e com chuvas abundantes nas
regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América do Sul (Figura 1). Na zona de
ocorréncia natural (46° N a 47° S de latitude e de 0 a 4.000 metros de altitude), cerca de 62 %
das espécies sdo nativas da Asia, 34 % das Américas do Norte, Central e do Sul, e apenas 4 %
da Africa e Oceania (Beraldo e Azzini, 2004; Pereira e Beraldo, 2008), totalizando cerca de
120 géneros e 1.641 espécies catalogadas (Soreng et al., 2015).

Estima-se que a area de florestas de bambus alcanca cerca de 32 milhdes de hectares
em ecossistemas florestais mundiais, representando 1 % da area total de toda a floresta
plantada no mundo (FAOQ, 2007).

c d

Figura 1. Distribuicdo mundial do bambu. (a) bambus neotropicais; (b) bambus temperados;
(c) bambus palotropicais; (d) bambus herbaceos (Yeasmin et al., 2015).

Do total de espécies distribuidas pelo mundo, a América Latina possui 31 % dos
géneros e 39 % das espécies (BPG, 2012). No Brasil, ocorrem 35 géneros e 266 espécies
nativas, o que representa 18 % de toda populacdo mundial de bambus (Longhi-Wagner, 2012
Filgueiras et al., 2013). No total, 12 géneros e 175 dessas espécies sao endémicas (Filgueiras
et al., 2013; Filgueiras e Viana, 2017), tornando o Brasil o pais com a maior diversidade de

bambu do continente Americano (Grombone-Guaratini et al., 2011).



A distribuicéo das espécies de bambus no Brasil ocorre principalmente nos biomas da
Mata Atlantica, com 65 % das espécies, da Amazonia, com 26 %, e do Cerrado, com 9 % das
especies (Filgueiras e Santos-Gongalves, 2004). Estudos realizados por meio de imagens de
satélites, demonstraram a existéncia de aproximadamente 7 milhdes de hectares de bambus
nativos no estado do Acre (Beraldo e Pereira, 2007), que também cobrem é&reas da Bolivia e
Peru (Filgueiras e Santos-Gongalves, 2004).

No Nordeste brasileiro, especialmente em Pernambuco, Maranhdo e Paraiba, as
florestas comerciais de diversas espécies de bambus ocupam areas estimadas de cerca de 40
mil hectares, sendo utilizado como matéria prima para producdo de celulose e papel de alta
resisténcia (Lima Neto et al.; Mendes et al., 2010; Famasul, 2014).

2.3. Aspectos botanicos dos bambus (Bambusoideae)

O bambu € uma planta que pertence a familia Poaceae (Gramineae) representante da
subfamilia Bambusoideae. A subfamilia € caracterizada por apresentar espécies que
apresentam florescimento ciclico, com intervalos geralmente longos de tempo. Os ramos
contem bainhas foliares protegendo gemas axilares, colmos lignificados e rizomas
subterraneos compostos de noés e entrends (Zhao-Hua e Kakayashi, 2004). Embora
classificados como gramineas, os bambus possuem habito arborescente, com parte aérea
composta pelo colmo, folhas e ramificacbes. A parte subterranea € constituida pelo rizoma e
raiz (Figura 2) (Ghavami e Marinho, 2005; Silva, 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica das partes vegetativas do bambu (Adaptado de Hidalgo-
Lopez, 2003).

O caule do bambu € aéreo e cilindrico (colmo) com ndés distintos e entrends ocos,
constituidos por fibras e vasos condutores de seiva, que estdo desuniformemente distribuidos
na secdo transversal, envolvidos pelo parénquima (Qisheng et al., 2001; Londofio, 2002;
Ghavami e Marinho, 2005).

A emergéncia do colmo dos bambus acontece com maior frequéncia na estacdo
chuvosa do ano, embora cada espécie apresente a sua peculiaridade no desenvolvimento
dessas estruturas (Banik, 1993; Londofio, 2002; Stapleton, 2014).

Na posicao superior de cada segmento nodal do colmo, protegidas por uma bainha
foliar, estdo as estruturas de meristemas secundarios que apresentam capacidade para produzir
novas ramificacdes, as quais sdo denominadas de gemas axilares. Estas gemas axilares
permanecem em estado de dorméncia até que a bainha foliar se desprenda do colmo
(Londofio, 2002; Hidalgo-Lopez, 2003; Stapleton, 2014).

As folhas dos bambus sdo bastante semelhantes morfologicamente, embora algumas
espécies apresentem folhas grandes e outras pequenas (Londofio, 2002). E caracteristico a
presenca de pseudopeciolo, uma constricdo na base da lamina foliar que lhe confere certa

mobilidade, potencialmente Gtil na busca por luz (Filgueiras e Viana, 2017). O tamanho da



folha depende do habitat em que a planta se desenvolve, geralmente espécies de &reas Umidas
tém a folha maior do que as espécies de area seca (Hidalgo-Lopez, 2003).

Os bambus ndo costumam florescer anualmente e passam a maior parte da vida na
forma vegetativa (Ramanayake et al., 2006). Em muitas espécies de bambus, o florescimento
é um fendmeno raro, que pode acontecer em intervalos de até 120 anos (Ramanayake et al.,
2001; Vengala et al., 2008; BPG, 2012). Além do mais, os bambus séo plantas monocarpicas,
ou seja, sua forma vegetativa floresce e frutifica apenas uma vez (Mizuki et al., 2014).
Durante o ciclo reprodutivo ha o consumo de reservas energéticas provenientes das porgdes
vegetativas, sendo que em alguns casos, pode ocorrer o perecimento do colmo (Arya et al.,
1999; Ramanayake et al., 2006; BPG, 2012).

O fruto dos bambus, chamado de cariopse, na maioria das vezes é seco e de tamanho
reduzido, e podem sofrer predacéo por aves, roedores e outros animais silvestres (Singh et al.,
2013). No campo, as sementes de bambu costumam germinar logo apds as primeiras chuvas
(Ramanayake et al., 2006), embora apresentem periodo de viabilidade bastante curto (Mudoi
etal., 2013; Singh et al., 2013).

As espécies de bambu possuem rizomas subterraneos com diversas ramificagdes que
servem de sustentacdo para a planta e desempenham papel importante na absorcdo de agua e
nutrientes do solo, ja que as raizes adventicias estdo diretamente conectadas a esta estrutura
(Londofio, 2002; Silva, 2005).

Quanto ao desenvolvimento do rizoma, os bambus sdo classificados em dois grupos
distintos: os paquimorfos (simpodiais) e os leptomorfos (monopodiais); a ocorréncia de um
terceiro grupo chamado anfimoérfico (anfipodial) é proposto por alguns pesquisadores, que
caracterizam o grupo por apresentar ambas as caracteristicas mencionadas (Judziewicz, 1999;
Lodofio, 2002; Silva, 2005; Filgueiras e Viana 2017).

Os bambus paquimorfos sdo popularmente conhecidos como bambus entouceirantes e
apresentam rizomas em forma de bulbo, com entrenés curtos e grossos, e raizes na parte
inferior (Londofio, 2002; Hidalgo-Ldpez, 2003; Silva, 2005; Stapleton, 2014; Filgueiras e
Viana 2017) (Figura 3). Geralmente, eles ocorrem em regides de clima tropical e sdo
representados principalmente pelos géneros Bambusa, Dendrocalamus e Guadua, cujas
espéecies tém desenvolvimento superior em climas tropicais e formam touceiras densas
(Banik,1993; Londofio, 2002; Silva, 2005; Stapleton, 2014).



Figura 3. Sistema de desenvolvimento do rizoma de um bambu do grupo paquimorfo
(simpodial/entouceirante) (Adaptado de Hidalgo-Lépez, 2003).

Os bambus com rizoma do tipo leptomorfo apresentam rizomas alongados, duros,
finos, de forma cilindrica e normalmente de didmetro menor que os colmos eretos que irdo
originar (Londofio, 2002; Hidalgo-L6pez, 2003; Silva, 2005; Stapleton, 2014) (Figura 4).

desenvolvimento Qi/ )

Figura 4. Sistema de desenvolvimento do rizoma de um bambu do grupo leptomorfo
(monopidial/alastrante) (Adaptado de Hidalgo-Lo6pez, 2003).
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Os rizomas sdo caracterizados por gemas laterais solitarias que se transformam
diretamente em colmos, sendo poucas as que podem se transformar em um novo rizoma
(Londofio, 2002; Silva, 2005; Stapleton, 2014). Todos o0s nds do rizoma possuem raizes e sao
bem espagados, fazendo com que o colmo se desenvolva “afastando-se” da matriz,
permitindo, assim, a colonizagdo de novos territérios (Fisher et al., 2009).

As espécies desse grupo de bambus sdo consideradas de habito invasivo e comumente
chamadas de bambus alastrantes e encontram-se geralmente distribuidos em regides
temperadas. Um importante representante desse grupo de bambu é o género Phyllostachys,
que apesar de ter origem em regifes de clima temperado, é bastante difundido em todo
territorio brasileiro (Londofio, 2002; Silva, 2005; Stapleton, 2014).

2.4. Género Guadua Kunth

Os bambus do género Guadua sdo endémicos das Américas e relnem
aproximadamente 30 espécies que se distribuem do norte do México ao sul da Argentina
(Londofio, 2002). Eles s&o apontados como componentes importantes da mais extensa floresta
natural de bambus encontrada na bacia Amazonia (Judziewicz et al., 1999; Clark et al., 2015),
com mais de 600 mil hectares de tabocais localizados no estado do Acre e regides vizinhas da
Bolivia e Peru (Carvalho et al., 2013).

Considerado como protagonista da evolucdo cultural, social e econbmica da América
Latina (Londofio, 2002), Guadua é tido como o terceiro maior género de bambus do Brasil.
Nele sdo reconhecidas 19 espécies nativas e cinco endémicas distribuidas por todo territorio
nacional (Figura 5), dos quais esse nimero pode aumentar ja que ha relatos de vérias espécies

ndo descritas em praticamente todas as regides (Filgueiras e Viana, 2017).
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Figura 5. Distribuicdo geografica do género Guadua Kunth pelo territério brasileiro. Estados
em branco ndo tém representantes do género (Adaptado de Shirasuna, 2015).

As espécies representantes desse género possuem caracteristicas peculiares as outras.
As principais caracteristicas do género incluem rizomas paquimorfos (entouceirantes),
presenca de folhas do colmo triangulares e eretas, margens e laminas das bainhas foliares
continuas, colmos verdes com entrenos lisos, ocos e espinhosos, geralmente eretos na base a
ramificados no apice, apresentando uma distinta banda de tricomas brancos na linha nodal
(Londofio e Peterson, 1992; Schmidt e Longhi-Wagner, 2009; Greco, 2013).

O género Guadua inclui os bambus de maior estatura, com espécies que podem atingir
30 m de altura e 20 cm de didmetro de colmo (Londofio, 1996). Eles se dividem em dois
grupos, um cujos colmos sdo eretos, e outro cujos colmos tem habito escandente (Ruiz et al.,
2004).

Os colmos desse género sdo muito versateis e resistentes, aléem de apresentarem alta
taxa de crescimento e qualidade como material de construcdo (Londofio, 2002; Clark et al.,
2015). Os colmos sdo bastante utilizados como matéria-prima para artesanato,
moveis e utensilios cotidianos, principalmente por populagdes rurais e indigenas de
paises como Brasil, Bolivia, Coldombia e Equador (Filgueiras e Londofio, 2006; Arruda et al.;
Hernandez e Marin, 2011; Greco, 2013).
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2.4.1. Guadua magna

A Guadua magna Londofio & Filg. € uma espécie simpodial que ocorre em margens
de rios, ao longo de matas ciliares ou de galeria do Brasil Central (Filgueiras e Londofio,
2011). Conhecida popularmente como “superbambu brasileiro” ou “taquarugu”, ¢ uma
espécie de Cerrado, endémica do estado de Goiés (Filgueiras e Londofio, 2006; Shirasuna,
2013) e consta na lista de espécies ameacadas de extin¢do (Filgueiras e Viana, 2017).

A espécie forma touceiras densas e possui colmos lignificados, de coloracdo verde,
com manchas brancas nos nos, e que podem atingir de 12-24 m de comprimento e 10-12 cm
de didmetro (Filgueiras e Londofio, 2006). A espécie tem valor sociocultural elevado por se
tratar de uma planta utilizada tradicionalmente pelas comunidades locais na fabricacdo de
artesanatos e na construcdo de casas rusticas, celeiros e cercas (Arruda et al., 2011). Além
disso, possui potenciais para diversos usos, tais como, producdo energética (Filgueiras e
Londofio, 2011), construgdo civil, moveis, laminado, entre outros (Filgueiras e Londofio,
2006; Teixeira et al., 2015).

2.4.2. Guadua aff. chaparensis

Espécie de floresta tropical de mata de terra firme e muito tmida, Guadua chaparensis
Londofio e Zurita distribui-se na regido da Amazobnia Central, principalmente na Bolivia
(Londofio e Zurita, 2008). Trata-se de uma espécie com grande afinidade morfoldgica com G.
chacoensis e G. weberbaueri (Londofio e Zurita, 2008; Lizarazu et al., 2013)

Peculiarmente, a espécie apresenta entrends ocos que acumulam agua. Ainda ndo se
tem certeza sobre o motivo, mas tal fendmeno parece estar associado a bioindicacdo de
umidade atmosférica relativamente alta e presenca de lencol freatico na regido onde as plantas
crescem (Londofio e Zurita, 2008).

O mecanismo de acumulo de dgua nos entren6s ocos de G. chaparensis ocorre logo
ap6s mudangas de temperaturas da atmosfera no habitat, que quebram os tecidos permitindo
gue a dgua escorra e se acumule na regido do limen (Londofio e Zurita, 2008).

Nessa espécie, o tamanho do colmo pode atingir 18-25 m de comprimento e 7-12 cm
de diametro; a regido do entren0 pode atingir entre 22 e 70 cm de comprimento e 1-1,5 cm de
espessura da parede (Londofio e Zurita, 2008; Lizarazu et al., 2013). Os colmos sdo utilizados

pelas comunidades locais como material condutor de &4gua, na confecgdo de cercas, paredes de
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casas, utensilios e em construgdes rurais, conferindo grande importancia na economia regional
(Londofio e Zurita, 2008).

2.5. Aspectos socioambientais e econémicos do bambu

A populagdo mundial cresce exponencialmente ao longo do tempo, o que aumenta a
demanda por recursos naturais e renovaveis. E, apesar de ainda existirem grandes populacdes
naturais de bambus, ha preocupacdo com a intensa exploracdo em areas nativas e a
preservacao das espécies (Mudoi et al., 2013). Nesse sentido, os plantios florestais de bambu
vém se tornando progressivamente uma importante fonte energética, principalmente devido ao
seu valor ecoldgico e sustentdvel (Mudoi et al., 2013; Guerra et al., 2017; Sandhu et al.,
2017).

Considerado entre as mais importantes plantas agricolas do mundo, os bambus s&o o
grupo mais original, fascinante e versatil de plantas conhecidas pela humanidade (Singh et al.,
2012), sendo comumente chamados de "Ouro Verde" ou "Madeira do Homem Pobre™ (Singh
et al., 2013). Os bambus destacam-se como excelente matéria-prima de alto impacto
socioambiental, que podem ser utilizados como eficientes sequestradores de carbono (Brias e
Hunde, 2009; Afonso, 2011). Adicionalmente, podem ser utilizados para a producdo de
biomassa para energia, aplicacdes ecoldgicas para a restauragdo de matas ciliares, composicdo
de florestamento e para a reducdo do risco de erosdo (Brito et al., 1987; Bag et al., 2000;
Suzaki e Nakatsubo, 2001; Sood et al., 2002; Lin et al. 2004; Komatsu et al., 2011; Guerra et
al., 2017).

Como principais aplica¢des, os bambus sdo utilizados para a producdo e obtencdo de
celulose e papel (Duarte et al., 2007), alcool etilico e amido (Tombolato et al., 2012), na
construcdo civil (Ghavami e Marinho, 2005), na fabricacdo de moéveis (Mishra, 2009),
artesanatos (Souza, 2004; Ostapiv e Fagundes, 2007; Arruda et al., 2011; Singh et al., 2013),
na induastria alimenticia (Arya et al., 1999; Arya et al., 2008; Singh et al., 2012), producéo de
farmacos e aplicagcdes medicinais (Zhang et al., 2010; Singh et al., 2013).

Consideradas de grande potencial agricola e poder competitivo em relagdo a outros
tipos de matérias-primas (Mudoi et al., 2013; Sandhu et al., 2017), as espécies de bambu se
destacam devido ao rapido crescimento, além de se reproduzirem em campo sem a

necessidade de replantios (Pereira e Beraldo, 2008; Komatsu et al., 2011; Singh et al., 2013).
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As plantas sdo pouco exigentes em termos nutricionais de solo e podem resistir a longos
periodos de estiagem (Beraldo, 2004).

Devido a sua ampla diversidade de aplicacGes e versatilidade agricola, diferentes
espéecies de bambus sdo cultivadas pelo mundo, como na China, Japédo, Tailandia, Vietna,
Malasia, Indonésia, Filipinas, Senegal, Europa, Russia, Estados Unidos, Chile, Colémbia,
Brasil, dentre outros paises (Carnegie, 1997; Arya et al.,1999; Singh et al., 2013).

No Brasil florestas nativas de bambus arborescentes do género Guadua ocupam
extensas areas praticamente inexploradas, principalmente na regido Amazonica (Afonso,
2011; Singh et al., 2013). A investigacdo acerca do potencial botanico, ecoldgico, genético e
social dessas areas pode fundamentar a consolidacdo de uma cadeia produtiva de bambus no
Brasil.

Embora a “cultura do uso do bambu” seja bem consolidada nos paises Asiaticos, 0 uso
dessas plantas ndo alcangou a mesma expansdo e popularidade comercial nas Américas. A
exploragdo de bambus nativos na América do Sul se restringe ao desenvolvimento da
economia local, como na Colémbia, Equador e Brasil, e alguns poucos plantios comerciais de
espécies exoticas, como Bambusa vulgaris (Londofio, 2001; Bystriakova et al., 2004; Guerra
etal., 2017).

Presume-se que a producdo de bambu represente uma alternativa inovadora e
interessante para 0 agronegdcio brasileiro (Fialho et al., 2005; Guerra et al., 2017). O pais
dispde de condicbes edafoclimaticas favoraveis (relativas ao solo e ao clima), ampla expansédo
territorial, e ainda areas degradadas inaptas para outros cultivos, mas apropriadas para
plantios das diversas espécies de bambu, fato que mitigaria o impacto da exploracéo florestal
em &reas nativas (Guerra et al., 2017).

Em 2011, foi criada a lei n® 12.484 de 08 de setembro de 2011, denominada “Politica
Nacional de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu (PNMCB)”, para
regulamentacdo da producédo de espécies nativas para uso comercial dos bambus no Brasil. A
criacdo da lei foi viabilizada com a percepcdo do vasto potencial de utilizacdo da planta e 0
pouco conhecimento existente no Pais acerca de suas caracteristicas agrondémicas, e do
entendimento em ciéncia e tecnologia na area de desenvolvimento em bambu.

Desde entéo, 0 interesse continua crescente no Brasil e a cadeia produtiva nacional do
bambu vem sendo fortalecida, tanto que o Senado Federal aprovou em 24 de agosto de 2016
um acordo que garante a participacdo do Pais na Rede Internacional do Bambu e Rattan

(Inbar, na sigla em inglés). Criada pela ONU, essa iniciativa relne 41 paises para
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implementar uma agenda global de desenvolvimento sustentavel por meio do bambu e do
rattan (uma espécie de cip0).

Sendo assim, torna-se fundamental a geracdo de conhecimento cientifico que
assegurem a inovacdo tecnologica e sustentavel, a fim de proporcionar desenvolvimento da
cadeia produtiva do bambu, de modo a expandir os beneficios socioeconémicos e ambientais

dessa matéria-prima.

2.6. Propagacéao convencional das espécies de bambu

A producdo de mudas das espécies de bambus via seminal é muito limitada,
principalmente pelas sementes serem raras devido ao imprevisivel e subsequente longo ciclo
de florescimento que acontece em intervalos de até 120 anos (Ramanayake et al., 2001;
Vengala et al., 2008; BPG, 2012). Tal acontecimento geralmente leva a morte da planta (Arya
et al., 1999; Ramanayake et al., 2001).

Devido a escassez desse material, torna-se inviavel a propagacdo das espécies via
seminal. Convencionalmente, a propagacdo de bambus é feita vegetativamente usando-se
diferentes partes da planta (Mudoi et al., 2013; Sandhu et al., 2017). O método mais comum é
o desmembramento de aglomerados (touceiras), que utiliza propagulos vegetativos que devem
conter o eixo estrutural das folhas, rizoma e raiz para garantir a eficiéncia da producéo de
mudas (Gielis et al., 2001).

Outros métodos de propagacdo vegetativa de bambus sdo praticados, como por
exemplo, o perfilhamento, onde os colmos com 3-4 segmentos nodais contendo parte do
rizoma subterraneo sdo coletados de uma matriz (Azzini e Salgado, 1993; Islan et al., 2011).
Também é realizado o método de propagacdo vegetativa por estaquia, onde parte do colmo
contendo de 2-3 segmentos nodais e gemas axilares sem dorméncia é propagada (Gallardo et
al., 2008), além do replantio de plantas jovens de 7-10 cm retiradas do campo (Kumar, 2012).

Apesar de muitas vezes eficientes, a literatura reconhece que esses metodos de
propagacdo convencional de bambus sdo considerados limitantes para atender a demanda por
grandes quantidades de mudas, principalmente devido ao trabalho oneroso que estas técnicas
podem proporcionar. Adicionalmente, nem todos os genotipos respondem eficientemente,
com certa recalcitrancia para 0 enraizamento, dependéncia sazonal e baixa taxa de

sobrevivéncia no campo (Singh et al., 2013).
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2.7. Utilizagdo da cultura de tecidos para a producao de mudas de bambus

Com o advento da Biotecnologia, novas praticas fundamentadas no desenvolvimento
de processos e produtos que subsidiem o emprego de estratégias voltadas para a
multiplicagdo, conservacdo e manejo sustentavel sdo indispenséaveis para reduzir os riscos de
erosdo genética em espécies de importancia ecolégica e econdmica, ja que essas constituem
num reservatorio natural de genes. Um desses grandes avancos biotecnoldgicos foi o
desenvolvimento da técnica de cultura de tecidos (George, 2008; Reed et al., 2011).

De modo geral, a cultura de tecidos, mais especificamente a micropropagacéo,
constitui um conjunto de metodologias nas quais um explante (pequena quantidade de
material propagativo) é isolado e cultivado sob condicGes assépticas, em um meio nutritivo
artificial. A escolha do explante é baseado no principio da plasticidade que uma célula sob
condices fisioldgicas, genéticas e moleculares adequadas, possa adquirir capacidade em se
tornar totipotente e se desenvolver autonomamente em uma planta inteira, uma vez que ela
contém a informacao genética necessaria para tal (Féher, 2019).

A cultura de tecidos surge como uma alternativa para espécies que normalmente tém
baixa disponibilidade de sementes e material propagativo, a fim de maximizar a producdo de
mudas com fidelidade genética ao material de origem e com qualidade fitossanitaria, dada as
condic@es de cultivo altamente assépticas (Hartmman et al., 2011).

Uma vez compreendida, essa ferramenta alternativa e importante, pode proporcionar
avanc¢os na producdo em larga escala de bambus e possibilitar a obtencédo in vitro de plantas
sadias, a qual pode ser feita sem intervencdes sazonais (Grattapaglia e Machado, 1998;
Jiménez et al., 2006; Garcia-Ramirez et al., 2010; Menezes et al., 2012; Mudoi et al., 2013;
Singh et al., 2013; Sandhu et al., 2017).

Sendo assim, a cultura de tecidos oferece uma vantagem substancial em relacdo a
técnicas convencionais consideradas insuficientes e ineficientes ndo apenas para obtencao de
mudas de bambus, mas também na manipulacdo de processos de regeneracdo, que podem
ocorrer a partir de trés padr@es distintos (1) micropropagacdo convencial, (2) organogénese e

(3) embriogénese somatica (Singh et al., 2013).

2.7.1. Micropropagagéo convencional
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Em bambus, a micropropagagéo convencional ocorre basicamente na multiplicagdo de
propagulos vegetativos em laboratdrio. A técnica baseia-se no cultivo in vitro de explantes,
que geralmente constituem-se de segmentos de 1-2 cm de colmo, com pelo menos uma gema
axilar dormente (explante), ou seja, coberto pela bainha foliar, sob condicdes assépticas, em
meio nutritivo especifico e condi¢es de luminosidade e temperatura controladas (Singh et al.,
2013).

A micropropagacédo convencional de bambu esta razoavelmente bem estudada para a
obtencdo de individuos com semelhante composicdo genética da planta-matriz (clone). Isso
inclui estudos em espécies como Bambusa tulda (Saxena, 1990; Mishra et al., 2008; Waikham
e Louis, 2014), Dendrocalamus longispathus (Saxena e Bhojwani, 1993), Dendrocalamus
giganteus (Ramanayake e Yakandawala, 1997; Sood et al., 2002; Agnihotriet al., 2009),
Dendrocalamus asper (Arya et al., 1999; Singh et al., 2011), Thamnocalamus spathiflorus
(Bag et al., 2000), Bambusa vulgaris (Ramanayake et al., 2006; Furlan et al., 2018), Bambusa
nutans (Yashoda et al., 2008; Negi e Saxena 2011), Bambusa oldamii (Lin et al., 2007,
Pasqualini et al., 2019), Guadua angustifolia (Jiménez et al., 2006; Nogueira et al., 2019),
Bambusa balcooa (Mudoi e Borthakur 2009; Brar et al., 2014), Bambusa pallida (Beena e
Rathore, 2012), Dendrocalamus hamiltonni (Agnihotri e Nandi, 2009; Singh et al., 2012a),
Melocanna baccifera (Waikham e Louis, 2014), Thamnocalamus falconeri (Bakshi et al.,
2015), G. chacoensis (Ornellas et al., 2019) e G. magna (Nogueira et al., 2019).

Os autores relatam a realizacdo de diversos subcultivos em meios nutritivos
suplementados com diferentes fontes de carboidratos e fitoreguladores em diversas
concentracOes, até atingir o0 nimero desejado de plantas multiplicadas vegetativamente. No
entanto, a metodologia pode apresentar alguns problemas, como elevada contaminagéo
microbiana no inicio do cultivo, oxidacdo, ocorréncia de variacdes somaclonais e ainda, baixa
percentagem de enraizamento e de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo
(Ramanayake et al., 2006; Negi e Saxena, 2011; Singh et al., 2013; Sandhu et al., 2017).

2.7.2. Organogénese

Compreende-se como organogénese o0 padrdo de desenvolvimento onde ocorre o
processo de formacdo de estruturas a partir da proliferacdo de tecidos meristematicos
formados por células indiferenciadas e morfogeneticamente responsivas (Hartmann et al.,
2011).
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A organogénese € divida em dois estadios, podendo ocorrer diretamente, por meio da
regeneracdo de plantas sem passar pela fase de calo e, indiretamente que advém de tecidos
com a proliferacdo de calos (grupo ou massa de células em crescimento que nao se organiza
em forma de tecido ou 6rgéo) (Cid e Teixeira, 2010).

Durante a propagacdo in vitro, a utilizacdo exdgena de reguladores de crescimento
vegetal do grupo das auxinas e citocininas influencia diretamente na competéncia dos tecidos
vegetais, podendo favorecer o crescimento de calos na superficie dos explantes (calogénese).
Apesar de ndo ser uma rota preferencial, a calogénese tem subsidiado estudos relacionados a
embriogénese somatica (George, 2008; Féher, 2019).

Além do mais, a calogénese é assumidamente viavel quando levado em consideracao
as informac0Ges acerca do potencial regenerativo que cada gendtipo apresenta, e das respostas
morfogénicas que diferentes explantes podem ocasionar (George, 2008; Féher, 2019). Em
bambus, os estudos envolvendo a organogénese sdo pouco realizados e podem ocorrer de
forma direta ou indireta (calogénese) (Singh et al., 2013).

A organogénese direta ja foi eventualmente observada a partir de segmentos nodais em
Dencrocalamus giganteus (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003), Bambusa nutans (Kalia et
al., 2004), Phyllostachys nigra (Ogita et al., 2005) e Dendrocalamus farinosus (Hu et al.,
2011), além de inflorescéncia de D. latiflorus (Lin et al., 2007b).

Adicionalmente, os primeiros trabalhos envolvendo a organogénese indireta constaram
em Bambusa oldhamii, Bambusa multiplex, Phyllostachys aurea, Sasa pygmaea (Huang et al.,
1989) e Sinocalamu slatiflorus (Tsay et al., 1990). Mais recentemente, também foram
observados em Bambusa edulis (Lin et al., 2004), Phyllostachys nigra (Ogita, 2005),
Phyllostachys bambusoides (Komatsu et al., 2011), Dendrocalamus latiflorus (Qiao et al.,
2013), Bambusa ventricosa (Wei et al., 2015) e em Thyrsostachys siamensis (Obsewan et al.,
2019).

Os principais gargalos apontados pela organogénese direta e indireta em bambus
envolvem a competéncia da diferenciacdo dos tecidos para formacdo de 6rgdos vegetais e a
regeneracdo in vitro das plantas (raizes e parte aérea). Estudos mais detalhados sobre as
respostas fisiologicas quanto a escolha do explante, os estimulos entre a combinagdo de
reguladores de crescimento e condic¢Ges de cultivo, além da selecdo de genotipos responsivos,
podem mitigar esses problemas (Komatsu et al., 2011; Mudoi et al., 2013; Singh et al., 2013;
Wei et al. 2015).
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2.7.3. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica é o processo pelo qual as células somaticas com totipoténcia
(haploides e diploides) sdo induzidas a se diferenciarem em embrides, sem que ocorra a fusao
de gametas. Isso implica na regeneracdo de uma planta inteira sob condi¢Ges experimentais
favoraveis (Litz e Gray et al., 1995; Namasivayam et al., 2007; Verdeil et al., 2007; Mudoi et
al., 2013; Guan et al., 2016). A primeira descrigdo sobre embriogénese somaética foi relatada
em cultivo de células isoladas de raiz de cenoura (Daucus carota) (Reinert, 1958; Steward et
al., 1958). Desde entdo, muitas investigacdes vém sendo realizadas com diversos grupos de
plantas, ajustando os protocolos conforme as particularidades de cada espécie (Guan et al.,
2016).

A formacdo de embrides somaticos e zig6ticos apresentam padrbes de
desenvolvimento semelhantes: uma estrutura bipolar constituida de apice caulinar e radicula,
que passam pelos estadios pro-embrionario e embrionario, ou seja, no caso das dicotiledéneas,
em formatos globulares, codiformes, torpedos e cotiledonares (Litz e Gray et al., 1995;
Mordhorst et al., 2010; Silva et al., 2012). EmbriGes somaticos apresentam um sistema
vascular fechado sem conex&o com o tecido de origem (Litz e Gray et al., 1995; Lin et al.,
2004; Gillis et al., 2007; Mehta et al., 2011).

A embriogénese somatica pode ocorrer de forma direta ou indireta, através da
modulagéo das condicdes in vitro e da composi¢do do meio de cultura (Namasivayam et al.,
2007; Singh et al., 2013). Na embriogénese somaética direta, os embrides se desenvolvem
diretamente sobre a superficie organizada do tecido: folha, segmento do caule, embrido
zigotico, inflorescéncia jovem, a partir de protoplastos e de micrésporos (Williams e
Maheswaran, 1986).

Alternativamente, durante o processo de embriogénese somatica indireta ocorre uma
etapa intermediaria de calos para a formacdo dos embrides. Neste caso, fatores que envolvem
os padrdes de expressdo génica se fazem necessarios para induzir a desdiferenciacéo do tecido
e a ativacdo da divisdo celular no explante, antes que eles possam expressar competéncia
embriogénica (Williams e Maheswaran 1986; Guan et al., 2016).

Trabalhos iniciais sobre regeneragdo de plantas de bambus a partir da cultura de

embribes apareceram somente nos Gltimos anos da década de 1960 (Alexander e Rao, 1968),
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sendo que os primeiros avancos sobre a metodologia comegaram a serem realizados mais
tardiamente, na década de 1980 (Mehta et al., 1982; Rao et al., 1985; Yeh e Chang et al.,
1986; Hassam e Debergh et al., 1987). A partir de entdo, véem surgindo varias investigacoes
com o intuito de melhorar a préatica acerca da embriogénese somatica dos bambus e o
surgimento de protocolos para atender as diversas espécies desse grupo de plantas.

A inducdo da embriogénese somatica pode ocorrer por meio da exposic¢do do explante
aos fitorreguladores do grupo das auxinas (Feheér et al., 2002; Namasivayam et al., 2007;
Mudoi et al., 2013; Singh et al., 2013; Guan et al., 2016). Para as diversas espécies de bambu,
a maior parte dos trabalhos envolve a utilizacdo da auxina &cido diclorofenoxiacético (2,4-D),
mencionada para Dendrocalamus strictus (Rao et al., 1985; Saxena e Dhawan, 1999) B.
beecheyana (Yeh e Chang, 1986), P. viridis (Hassam e Debergh, 1987), S. latiflora (Tsay et
al., 1990), Otatea acuminata aztecorum (Woods et al., 1992), D. hamiltonii (Godbole et al.;
Sood et al., 2002; Bag et al., 2012; Zang et al., 2016a; Guo et al., 2017), B. edulis (Lin et al.,
2004), B. balcooa (Gillis et al., 2007), D. asper (Arya et al., 2008; Ojha et al., 2009) e
Bambusa nutans (Mehta et al., 2011), Phyllostachys heterocycla (Yuan et al., 2013),
Mniochloa abersend (Zang et al., 2016b), Drepanostachyum luodianense (Lin et al., 2018) e
Dendrocalamus stocksii (Somashekar et al., 2018).

Outras auxinas também sdo relatadas em trabalhos envolvendo a embriogénese
somatica em bambu, entre elas o acido indolacético (AIA) em D. asper (Arya et al., 2008),
picloram em Phyllostachys bambusoides (Komatsu et al., 2011) e o acido naftalenoacético
(ANA) em D. hamiltonii (Godbole et al., 2002) e B. ventricosa (Wei et al., 2015).

Também foi relatada a ocorréncia de embriogénese somatica utilizando a citocinina
Cinetina (Kn) em B. edulis (Lin et al., 2004); a 6-benzilaminopurina (BAP) em B. balcooa
(Gillis et al., 2007), D. hamiltonni (Arya et al., 2008; Bag et al.; 2012) e em B. vetricosa (Wei
et al., 2015), e o thidiazuron (TDZ) em B. edulis (Lin et al., 2004).

Para obtencdo de calos com competéncia embriondria em bambus, a selecdo do
explante também é fator crucial (Mudoi et al., 2013). Alguns explantes ja foram relatados
como responsivos para bambus, tais como: tecidos maduros da regido nodal e internodal de B.
edulis (Lin et al., 2004), segmentos nodais de D. hamiltonii (Godbole et al., 2002), segmentos
basais de D. hamiltonii (Sood et al., 2002), brotacbes axilares de B. balcooa (Gillis et al.,
2007) e anteras de S. latiflorus (Tsay et al., 1990).

A embriogénese somatica pode ser considerada uma alternativa conveniente e

confidvel para obtencédo de plantas de bambu (Mudoi et al., 2013). No entanto, a regeneragéo,
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o desenvolvimento morfoldgico dos embrifes somaticos e 0 desempenho pds-embrionério das
espécies ndo foram considerados satisfatérios em varios dos estudos, o que evidencia a
necessidade de maiores investigacGes acerca dos mecanismos que envolvem o processo da
embriogénese somatica em bambus (Komatsu et al., 2011; Mudoi et al., 2013; Singh et al.,
2013; Wei et al., 2015).

2.7.4. Cultivos celulares em suspenséo

Os cultivos celulares em suspensdo, ou suspensao celular, ¢ o método que permite a
inducdo, propagacdo e manutencdo de células em meio liquido, ou seja, sem adigdo de um
agente gelificante (Matsumoto, 2006).

Geralmente para a cultura de células em suspensdo, calos friaveis que foram induzidos
in vitro sdo selecionados e inoculados em meio de cultura liquido suplementado com auxinas.
Nestas condicOes, 0os materiais sdo geralmente mantidos sob agitacdo e no escuro, a fim de
formarem um conteudo em suspensdo no qual as células adquiram competéncia para se
desenvolverem e formarem agregados celulares (Mazareia et al., 2011; Kshirsagar et al.,
2015).

Devido a esse contato direto das células com os nutrientes do meio de cultura, os
cultivos celulares em suspensdo podem favorecer uma maior taxa de divisdo celular,
permitindo um crescimento acelerado e exponencial das células (Cid, 1998; Vanisree et al.,
2004; Mohd et al., 2012). As condicdes de crescimento podem ser rigorosamente controladas,
evitando, deste modo, que os experimentos sejam afetados por processos de diferenciagéo
(Liu et al., 2006).

A otimizacdo dos protocolos dos cultivos celulares em suspensdo é uma abordagem
atil e importante para a compreensdo dos processos bioldgicos que envolvem as diversas
espécies de bambu (Ogita et al., 2012). Alguns trabalhos ja foram relatados para obtencdo de
cultivos celulares em bambus, relacionados principalmente a extracdo de metabolitos
secundarios, a exemplo de Phyllostachys nigra (Ogita, 2005; Ogita et al., 2011; Ogita et al.,
2012), B. edulis (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003; Liu et al., 2006), B. oldhammi e D.
giganteus (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003). Adicionalmente, também foram descritos
trabalhos envolvendo cultivos celulares em suspensdo para bambus, especificamente para

isolamento de protoplastos em B. mulpiplex e B. oldhammi (Huang et al., 1989).
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Até o presente momento, cultivos celulares para fins de multiplicagdo in vitro foi
mencionado em D. giganteus e, apesar de constatado o potencial embriogénico da cultura, 0s
autores atentam que o grau de organizacdo das celulas foi transitorio (Ramanayake e
Wanniarachchi, 2003).

Para obtencdo de cultivos celulares em suspensdo de qualidade, é necessario o
acompanhamento do seu crescimento por meio de métodos quantitativos, tais como, contagem
do namero celular, massa fresca e massa seca, centrifugacdo e volume da sedimentagédo
(Matsumoto, 2006; Khanpour-Ardestani et al., 2015). Também é possivel a identificacdo de
células embriogénicas dos cultivos celulares mediante dupla coloracdo através de anélises
citoquimicas (Khanpour-Ardestani et al., 2015).

Conforme apresentado, os cultivos celulares em suspensdo configuram uma
importante alternativa de cultivo in vitro para bambus (Liu et al., 2006). Uma vez dominada, a
técnica pode possibilitar a propagacao clonal em larga escala das espécies, livres de patdgenos
e em espaco-tempo reduzidos (Cid, 1998; Vanisree et al., 2004; Mohd et al., 2012).

2.8. Biorreatores para producéo em larga escala de bambus

O sistema tradicional de micropropagacdo em meio de cultura semi-solidificado
envolve algumas limitacbes, como por exemplo, a utilizacdo de recipientes de tamanho
reduzido, nimero limitado de explantes, intensa manipulacdo da cultura e alta demanda de
méao-de-obra. Estes fatores acabam por aumentar os custos da propagacdo (Silva et al., 2007,
Nogueira et al., 2017).

Com o aumento substancial da demanda comercial por mudas de diversas espécies de
bambu nos ultimos anos (Singh et al.,, 2013; Sandhu et al., 2017), uma alternativa
economicamente viavel para otimizar a producdo em escala comercial e reduzir os custos de
operacao € a utilizacdo dos biorreatores (Teixeira, 2006; Teixeira e Cid, 2015; Nogueira et al.,
2017).

Os biorreatores séo equipamentos especializados para o cultivo em larga escala de
propagulos vegetais, tais como células, embrides, gemas, raizes, caules, dentre outros tipos,
utilizando meio de cultura liquido (Etienne e Berthouly; Teixeira, 2002; Paek et al., 2005;
Teixeira, 2006; Ribeiro et al., 2013).
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Os biorreatores séo classificados em relacéo ao tipo de agitacdo e construcdo do frasco
e podem ser de imersdo permanente em meio liquido (BIPER) (Cid et al., 2002; Penchel et al.,
2007) ou de imersao temporaria (BIT) (Teixeira, 2002; Ribeiro e Bastos, 2008).

Os biorreatores tipo BIPER séo geralmente compostos por frascos de 500 a 5.000 mL
com as tampas adaptadas para entrada e saida de ar, acoplados em filtros ligados a um micro-
compressor de ar por meio de tubos de silicone até o fundo do frasco, onde produzirdo bolhas
que permitirdo aeracdo no meio de cultivo liquido (Figura 6). No sistema BIPER o0s explantes
permanecem em contato continuo com o meio de cultura até o desenvolvimento das plantas
(Teixeira, 2002).

Filtro

Filtro

Compressor de ar

\_— "§%

Figura 6. llustracdo simplificada de Biorreator de imersdo permanente (BIPER) agitado por
fluxo de ar por meio de tubos de silicone (Adaptado de Ribeiro e Bastos, 2008).

Em relacdo aos biorreatores tipo BIT (Figura 7) existem varios protdtipos, os quais
podem variar quanto ao tamanho, formato, constituicdo, tipo de tampa e transparéncia. Neste
tipo, os explantes a serem multiplicados ficam expostos ao meio de cultura temporariamente,
permitindo ciclos de renovacgéo do ar e do meio nutritivo durante o cultivo (Cid et al., 2002;
Teixeira, 2002; Ribeiro e Bastos, 2008).
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Vilvula  Filtro Tubo de silicone Filtro Vilvula
elétrica elétrica

Compressor de ar Compressor de ar

Temporizador Temporizador

— ) $_/

Figura 7. Esquema ilustrativo simplificado do Biorreator de Imersdo Temporaria (BIT)
composto de frascos dispostos lado a lado (Adaptado de Ribeiro e Bastos, 2008).

Devido a diferentes composicGes dos meios nutritivos e aspectos relacionados a
funcionalidade do manejo, as alteracdes morfofisiolégicas das plantas cultivadas em sistemas
de biorreatores (padrdo da folha, caule, acimulo de carboidratos e nutrientes, bem como,
densidade de plantas por frasco e o tempo de cultivo) configuram-se importantes informacdes
a serem observadas e mensuradas durante a fase de experimentacdo. Elas podem servir como
indicadores da viabilidade do emprego da técnica (Etienne e Berthouly; Teixeira, 2002; Paek
et al., 2005; Teixeira, 2006; Penchel et al., 2007; Ribeiro e Bastos, 2008; Scheidt et al., 2009).

Alguns trabalhos envolvendo biorreatores para diversas espécies vegetais demonstram
eficiéncia no aumento dos rendimentos na fase de multiplicacdo (Etienne e Berthouly, 2002),
maior controle do desenvolvimento do material vegetal (Teixeira, 2006) e reducdo de tempo e
custos na propagacao (Silva et al., 2007), como relatado para Hevea brasiliensis (Martre et al.,
2001), Musa spp. (Kosky et al., 2006), Ananas sp. (Silva et al., 2007), Saccharums pp.
(Mordocco et al., 2009), Edremi tyaglik (Kaya et al., 2011), Panax quinquefolius (Uchendu et
al., 2011), Eucalyptus grandis x E. uruphylla (Oliveira et al., 2011a, 2011b), Arachis hypogea
(Kaya e Ozzudogu, 2012), Tectona grandis (Quiala et al., 2012), Cattleya walkeriana
(Moreira et al., 2013) e Catharanthus roseus (Mujib et al., 2014).

Recentemente, verificou-se que a multiplicacdo clonal em sistemas de biorreatores

apresenta vantagens quando comparada ao tradicional sistema de micropropagagdo em meio
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semi-solido para as espécies de bambu Guadua angustifolia (Gutiérrez et al., 2016) e
Bambusa vulgaris (Ribeiro et al., 2016).

De maneira geral, o numero de brotos gerados pelas plantas de bambu difere
dependendo da espécie, do meio nutritivo ofertado, da suplementacdo de fitorreguladores e
dos explantes inoculados (Singh et al., 2013; Vale et al., 2019). No entanto, o aprimoramento
dos efeitos benéficos dos biorreatores sobre o desenvolvimento in vitro das plantas, além da
diminuicdo das perdas de dgua das plantas apds sua transferéncia para condigdes ex vitro, se
fazem necessarios para que o uso de biorreatores seja viabilizado como alternativa para

producdo em larga escala das espécies de bambus (Gutiérrez et al., 2016).

2.9. Uso de marcadores moleculares para avaliar a fidelidade clonal das mudas

A cultura de tecidos emergiu como uma alternativa vidvel para a propagacdo em larga
escala de plantas. No entanto, as condi¢fes do meio de cultura, a fonte de explante, o nivel de
ploidia e o tempo de cultivo podem induzir variacdes somaclonais durante os processos de
cultivo in vitro e resultar em distarbios morfofisiolégicos nas plantas geradas (Singh et al.,
2013). Desta maneira, a utilizacdo de marcadores moleculares pode proporcionar resultados
satisfatorios para verificacdo da fidelidade clonal das plantas cultivadas in vitro (Singh et al.,
2012h).

Por isso, com o advento da tecnologia do DNA recombinante e a PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Mullis e Faloona 1987), trabalhos envolvendo uso dos marcadores
moleculares vém contribuindo para avaliar a fidelidade clonal de plantas cultivadas in vitro,
que garantam a confiabilidade do protocolo desenvolvido para producdo em massa de
material de plantio comercial (Williams et al., 1990; Singh et al., 2013).

Os marcadores moleculares sdo segmentos representativos especificos do DNA ao
nivel do genoma, que podem ou ndo estar correlacionados com a expressdo fenotipica
(Agarwal et al., 2008). Eles sdo considerados estaveis e detectaveis em todos os tecidos, ndo
séo afetados pelo crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento ou estado de defesa celular, ou
por interferéncias ambientais e pleiotropicas, e efeitos epistaticos (Agarwal et al., 2008;
Mondini et al., 2009).

De maneira geral, os marcadores moleculares podem ser classificados em duas
categorias: (I) com base na andlise de proteinas, tais como as isoenzimas, e (I1) com base na

analise de DNA. Os marcadores moleculares se diferenciam basicamente quanto a capacidade

25



de amplitude genbmica, nivel de polimorfismo detectado, especificidade de I6cus,
reprodutibilidade, requisitos técnicos, facilidade de uso e desembolso financeiro (Mondini et
al., 2009).

Uma técnica ideal de marcadores moleculares deve ter os seguintes critérios: (1) ser
polimérfico e distribuido uniformemente por todo o genoma, (2) fornecer resolucdo de
diferengas genéticas, (3) gerarem marcadores multiplos, independentes e confidveis, (4) ser
simples, rapidos e barato, (5) precisar de pequenas quantidades de tecido e amostras DNA, (6)
ter ligacdo com fenotipos distintos e (7) ndo requerem informacéo prévia sobre o genoma de
um organismo (Argawall et al., 2008).

Diversos marcadores tém sido utilizados em estudos sobre variagdo genética,
classificacdo sistematica e relagbes filogenéticas entre bambus, como marcadores do tipo
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCARs (Sequence-Characterized.
Amplified Regions), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SSRs (Simple Sequence Repeats),
EST-SSRs (Expressed Sequence Tag — Simple Sequence Repeat) (Das et al., 2008). Entre
estes, pela simplicidade e eficiéncia o0 RAPD e, especialmente, o ISSR sdo descritos como
mais indicados para a verificacdo da fidelidade clonal (Singh et al., 2013; Yeasmin et al.,
2015).

Os marcadores moleculares do tipo ISSRs sdo considerados marcadores semi-
arbitrarios, baseado no principio da técnica de PCR, que envolve amplificacdes de segmentos
de DNA, em presenca de primers complementares (Souza et al., 2005). Os ISSRs foram
desenvolvidos a partir da necessidade de explorar repeticdes de microssatélites, sem a
necessidade do conhecimento prévio do sequenciamento do DNA da espécie (Joshi et al.,
2000). Tais marcadores possuem bom potencial para determinar a diversidade intra e inter-
gendmica em comparacdo com outros primers arbitrarios, uma vez que revelam variacdo
dentro das regides exclusivas do genoma em varios loci simultaneamente (Yeasmin et al.,
2014).

O ISSR foi utilizado para identificar fidelidade genética das plantas de bambus
clonadas in vitro em B. balcooa (Negi e Saxena 2010; Brar et al., 2014), B. nutans (Negi e
Saxena 2011), G. asgustifolia (Nadtha et al., 2011; Nogueira et al., 2019), D. asper (Singh et
al., 2012b), B. bambos (Anand et al., 2013), D. strictus (Goyal et al., 2015) e G. magna
(Nogueira et al., 2019).
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A desvantagem da utilizacdo do ISSR se da por se tratar de um marcador molecular
dominante (Yeasmin et al., 2014). No entanto, 0 método é considerado de aplicagdo simples,
rapida e eficiente, possui alta reprodutibilidade e pode gerar altos indices de polimorfismo
(Pradeep Reddy et al., 2002). Além do mais, é facilmente detectado usando poucos
equipamentos e fornece grande nimero de dados por um custo razoavelmente baixo (Wolfe,
2005).
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Capitulo 1

Calogénese e estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo de Guadua
magna (Londofio & Filg.)
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RESUMO

Bambus sdo plantas monocarpicas, de florescimento imprevisivel e baixa viabilidade de
sementes, o que dificulta a proliferacdo de populagcdes em ambientes naturais e a propagagéo
convencional. Adicionalmente, a propagacdo vegetativa é dificil em razdo do volume dos
propagulos e dos baixos indices de enraizamento. Nesse sentido, técnicas da cultura de tecidos
de plantas podem suprir a demanda crescente de mudas em razdo das vantagens que
apresentam. O objetivo desde trabalho foi induzir a calogénese e o estabelecimento de
cultivos celulares em suspensdo de Guadua magna, espécie nativa do Centro-Oeste brasileiro.
Para tanto, segmentos nodais, internodais e bainhas foliares de plantas estabelecidas in vitro
foram cultivados em meio de cultura de MS, suplementado com caseina hidrolisada (500
mg.L?), glutamina e cisteina (100 mg.L™), além de dicamba, 2,4-D e picloram nas
concentracdes de 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM. Apds 60 dias de cultivo, 200 mg.L™ de
massa fresca dos calos formados foram inoculadas em Erlenmeyer (125 mL de capacidade)
contendo 20 mL de meio de MS liquido, suplementado com caseina hidrolisada, glutamina,
prolina e cisteina (100 mg.L™?) e 4,44 uM de dicamba, 2,4-D e picloram, onde foram avaliadas
quatro diferentes origens de indugao de calos: 13,54 uM de dicamba (T1); 13,54 uM de 2,4-D
(T2); 13,54 uM de picloram, e 20,31 uM de picloram (T4). Verificou-se que todos o0s
tratamentos apresentaram formacdo de calos de coloracdo branco-amarelada e de aspecto
mucilaginoso. As maiores percentagens médias de formacdo de calos foram obtidas nas
concentragbes 20,31 uM (88,0 %), 13,54 uM (853 %) e 27,08 uM (74,7 %). As
concentracdes de 6,77 uM e 20,31 uM foram as que exibiram as menores percentagens de
oxidacdo (4 %) e ainda o maior incremento de massa fresca de calo foi verificado em 13,54
uM de picloram (402,5 mg). Quanto aos cultivos celulares em suspensdo, apds seis
subculturas de 30 dias cada, o incremento da massa fresca (2.723,1 mg e 2.108,4 mg) e massa
seca (378,5 mg e 296,5 mg) foram estatisticamente superiores nos tratamentos T3 e T4,
respectivamente; e apresentaram ainda indices de estabelecimento substancialmente melhores
ja na primeira subcultura (100 % e 83,3 %, respectivamente). A partir de analise citoquimica,
os cultivos em T3 e T4 apresentaram maior aglomerado de células avermelhadas, o que as
qualifica como positivas quanto a viabilidade embriogénica, conferindo a esses tratamentos as
melhores condigdes de cultivo para tal finalidade.

Palavras-chave: Poaceae, Bambusoidae, bambu, morfogénese, cultura de suspenséo celular,

viabilidade embriogénica.
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ABSTRACT

Bamboos are monocarpous plants, with unpredictable flowering and low seed viability, which
hinders the proliferation of populations in natural environments and conventional
propagation. Additionally, vegetative propagation is difficult due to the volume of the
propagules and the low rates of rooting. In this sense, plant tissue culture techniques can meet
the growing demand for seedlings due to the advantages they present. The objective of this
work was to induce callogenesis and the establishment of suspension cell cultures of Guadua
magna, a native specie of economic and socio-environmental importance from the Midwest
Region of Brazil. For this purpose, nodal segments, internodal segmentes and leaves sheaths
of plants in vitro established were grown in MS medium, supplemented with hydrolyzed
casein (500 mg.L ™), glutamine and cysteine (100 mg.L™), and dicamba, 2,4-D and picloram at
concentrations of 0; 6.77; 13.54; 20.31 and 27.08 uM. After 60 days of cultivation, 200 mg.L"
! of fresh mass of the calli formed were inoculated into Erlenmeyer (125 mL) containing 20
mL of liqguid MS medium, supplemented with hydrolyzed casein, glutamine, proline and
cysteine (100 mg.L™?) and 4.44 uM of dicamba, 2.4-D and picloram, in which four different
calll induction origins were evaluated: 13.54 uM of dicamba (T1), 13.54 uM of 2,4-D (T2),
13.54 uM of picloram, and 20.31 uM of picloram (T4). It was found that reatments showed
yellowish-white calli and mucilaginous appearance. The highest average percentages of calli
formation were obtained at concentrations of 20.31 uM (88.0 %), 13.54 uM (85.3 %) and
27.08 uM (74.7 %). The concentrations of 6.77 uM and 20.31 uM were the ones that
exhibited the lowest percentages of oxidation (4 %) and the largest increase in fresh mass of
calli was found in 13.54 uM of picloram (402.5 mg). As for suspension cell cultures, after six
subcultures of 30 days each, the increase of fresh mass (2,723.1 mg and 2,108.4 mg) and dry
mass (378.5 mg and 296.5 mg) were statistically higher in treatments T3 and T4, respectively;
and they also showed substantially better rates of establishment in the first subculture (100 %
and 83.3 %, respectively). From cytochemical analysis, the cultures in T3 and T4 showed a
greater cluster of reddish cells, which qualifies them as positive in terms of embryogenic
viability, giving to these treatments the best culture conditions for this purpose.

Keywords: Poaceae, Bambusoidae, bamboo, morphogenesis, suspension cell cultures,
embryogenic viability.
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1. INTRODUCAO

O bambu é uma planta de habito arborescente que pertence a familia Poaceae
(Gramineae), subfamilia Bambusoideae. Plantas de bambu caracterizam-se por apresentarem
florescimento em intervalos geralmente longos de tempo, além de conterem bainha foliar
protegendo as gemas axilares, colmos lignificados e rizomas subterrdneos compostos de nés e
entrenos (Zhao-Hua e Kakayashi, 2004; Ghavamie Marinho; Silva, 2005).

O Brasil é um dos principais centros de biodiversidade e de grau de endemismo de
espécies de bambus nas Américas (Bystriakova et al., 2004). A maioria das espécies ocorrem
principalmente nos biomas Mata Atlantica e Amazonia (Bystriakova et al. 2004; Filgueiras e
Santos Gongalvez, 2004; Greco et al., 2015). Dentre as espécies encontradas no territorio
brasileiro, a Guadua magna (Londofio e Filg.), endémica do Cerrado, apresenta habito
simpodial formando touceiras densas, com importancia econdmica e socioambiental para a
regido (Filgueiras e Londofio, 2006; Arruda et al.; Filgueiras e Londofio, 2011; Shirasuna,
2013).

Devido a desordenada exploracdo, aliada a fragmentacdo e perda de ambientes
naturais do bioma Cerrado, tem sido observado iminente declinio de populacdes dessa
espécie, 0 que coloca em risco sua existéncia (Filgueiras e Londofio, 2011). Além do mais,
assim como para a maioria das outras, essa espécie apresenta florescimento imprevisivel e
baixa viabilidade de sementes, o que dificulta a proliferacdo de popula¢bes em ambientes
naturais e torna inviavel a producdo de mudas via seminal (Mizuki et al., 2014; Guo et al.,
2017; Nogueira, 2018).

A propagacdo vegetativa a partir de diferentes técnicas convencionais, entre as quais
desmembramento de touceiras e a estaquia (Gielis et al., 2001; Gallardo et al., 2008; Islan et
al., 2011), sdo praticas que se caracterizam por serem dispendiosas e exigentes em mao de
obra em razdo principalmente do volume dos propagulos e dos baixos indices de
enraizamento e pegamento (Sood et al., 2002; Ramanayake et al., 2006; Singh et al., 2013).

Com os avancos na area da biotecnologia, a cultura de tecidos de plantas tem sido
relatada como uma ferramenta alternativa aos métodos convencionais de propagacgdo. A
técnica pode maximizar a qualidade e o rendimento de cultivos de espécies, especialmente as
de propagacao vegetativa, além de permitir a conservacao de recursos genéticos vegetais em

bancos de germoplasma in vitro (Reed et al., 2011; Singh et al., 2013; Nogueira et al., 2018).
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Em bambu, a cultura de tecidos a partir da micropropagacéo convencional ja esta bem
referenciada na literatura para um bom numero de espécies (Singh et al., 2012a; Waikham e
Louis, 2014; Bakshi et al., 2015; Bhadrawale et al., 2017; Furlan et al., 2018; Nauhayani et
al., 2018; Nogueira et al., 2019; Ornellas et al., 2019; Pasqualini et al., 2019; Vale et al.,
2019). No entanto, trabalhos referentes a calogénese e cultura de células, técnicas capazes de
proporcionar aumentos consideraveis na producdo racional de mudas, sdo praticamente
inexistentes ou raros na literatura.

Os poucos trabalhos relatados para a obtencéo de suspensdes celulares em bambus sdo
relacionados principalmente ao isolamento de protoplastos (Huang et al., 1989; Hisamoto e
Kobayashi 2010) e extracdo de metabolicos secundarios (Ramanayake e Wanniarachchi,
2003; Ogita, 2005; Liu et al., 2006; Kuo et al., 2009; Nomura et al., 2013). Outros estudos
envolvem a determinacdo de hormonios endogenos (Akker et al., 2015), multiplicacéo in vitro
(Ramanayake e Wanniarachchi, 2003) e transformacdo genética (Douglas et al., 1985; Ogita
et al., 2011; Ogita et al., 2012). E certo, no entanto, que pouca informacao e aprofundamento
esta disponivel até o momento sobre cultivos celulares em bambu.

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi induzir a calogénese e estabelecer cultivos
celulares em suspensdo de Guadua magna (Londofio & Filg.). Adicionalmente, analises
morfoanatbmicas, histoquimicas e citoquimicas foram realizadas para compreender o

comportamento celular durante as diferentes etapas do processo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizagédo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais |1

(LCT-II) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia — DF, Brasil.

2.2. Material vegetal

As plantas de Guadua magna utilizadas para instalagdo dos experimentos foram
obtidas de plantas matrizes em regides naturais (Santa Terezinha — GO), logo apés a dispersédo
de sementes. Plantulas em desenvolvimento foram coletadas, transplantadas para vasos e
mantidas em casas de vegetacdo. Deste material, segmentos nodais foram estabelecidos in
vitro, conforme protocolo de desisfestacdo de Nogueira (2018).

Inicialmente, as plantas de G. magna foram multiplicadas in vitro em frascos de vidro
transparente de 650 mL, contendo 70 mL de meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), com 20
g.L ! de sacarose, 3,0 mg.L? de 6-benzilaminopurina (BAP) e sem adicdo de agente
gelificante, ao longo de até cinco subcultivos de 60 dias cada, ou até que se obtivesse material
suficiente para instalacdo dos experimentos. As plantas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 °C £ 2 °C e fotoperiodo de 16 horas com luminosidade de
100 pumol m2 s, Depois de multiplicadas, as plantas foram transferidas para novo meio de
cultura, sem adicéo de fitorregulares (meio padrdo), havendo trés renovagdes do meio a cada
30 dias.

Para realizacdo dos experimentos foram submetidos a calogénese explantes formados
por segmentos nodais contendo gema axilar dormente (Figura 1 A), segmentos internodais
(Figura 1 B) e bainhas foliares (Figura 1 C) das plantas de G. magna cultivadas in vitro em

meio padréo.
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Figura 1. Explantes utilizados para a calogénese de Guadua magna. (A) Segmento nodal, (B)
segmento internodal e (C) bainha foliar.

2.3. Calogénese

2.3.1 Inducéo da calogénese

Os explantes foram inoculadas em meio de cultura de MS suplementado com sacarose
(30 mg.L ™), caseina hidrolisada (500 mg.L™?), glutamina e cisteina (100 mg.L™?) e phytagel
(2,2 g.LY). A este meio foram acrescentadas trés auxinas: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), acido 4-amino-3,5,5-tricloropicolinico (picloram) e o &cido 2-metdxi-3,6-diclorobenzdico
(dicamba) nas concentracdes de 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (3 x 3 x 5), onde foram avaliados os trés explantes, nas trés auxinas em cinco
concentragOes distintas. Para tanto, foram utilizadas cinco repetices compostas por cinco
explantes por parcela. Cada repeticdo foi composta por uma placa de Petri (15 x 90 mm),
contendo 20 mL do meio de cultura semi-sélido. Apds 60 dias de cultivo foram avaliadas as
taxas de formacédo de calos (> 4 mm) e de oxidacdo (escurecimento total do material), bem

como a massa fresca (mg).

2.3.2 Multiplicacao dos calos

Os calos obtidos (> 4 mm) de cada tratamento da fase de inducdo da calogénese foram
isolados e multiplicados em meio de cultura de MS de igual composicdo dos meios de
inducdo de calos, mas suplementados com BAP (0,44 uM).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (3 x 3 x 5), onde foram avaliados os trés explantes, nas trés auxinas em cinco
concentragOes distintas, mas suplementados com BAP (0,44 pM). Para tanto, foram utilizadas

cinco repeticbes compostas por cinco explantes por repeticdo. Cada repeticdo foi composta
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por uma placa de Petri (15 x 90 mm), contendo 20 mL do meio de cultura e cinco explantes
por parcela. Aos 60 dias de cultivo foram avaliadas a taxa de oxidagdo e a massa fresca de

calos.

2.3.3 Regeneracao

Apos 60 dias, os calos oriundos da multiplicagdo (> 4 mm) foram submetidos a fase de
regeneracdo testando-se dois tratamentos, T1- metade dos sais de MS, mas vitaminas na sua
concentracdo completa; e T2- MS suplementado de 2,68 UM de &acido 1-naftalenoacético
(ANA) e 12,32 uM de BAP. Os meios de cultura de ambos tratamentos foram suplementados
de 30 g.L* de sacarose e 2,2 g de phytagel.

Em cada placa de Petri (15 x 90 mm) contendo 20 mL do meio de cultura semi-sélido,
foram cultivados cinco calos, que permaneceram sob essas condi¢des até os 180 dias, com a
finalidade de uma possivel descricdo das alteracdes morfogénicas do material em

regeneracao.

2.4 Caracterizagdo anatdmica e histoquimica dos calos

Para andlises anatdmicas, foram coletadas amostras dos explantes segmentos nodais e
bainhas foliares aos 60 dias de inducdo da calogénese. Posteriormente, amostras também
foram coletadas das fases de multiplicacdo dos calos aos 60 dias e de regeneracdo aos 30, 60,
90, 120 e 180 dias. Os segmentos internodais ndo foram analisados por insuficiéncia de
material.

As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido e glutaraldeido (Karnovsky,
1965) modificado (glutaraldeido 1 %; paraformaldeido 4 % em tampdo fostato de sodio -
NaH2PO..H,0 e tampédo cacodilato de sédio 0,05 M, pH 7,2) e submetidas a vacuo (-400
mmHg) por 60 minutos, onde permaneceram por 24 h na solucao.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas por meio de série alcodlica-etilica em
concentragdes crescentes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 e 100 %, v/v) e submetidas a vacuo (-
400 mmHg) por 60 minutos cada. Em seguida, as amostras foram imersas em meio de
infiltracio Historesina (Leica®), segundo as especificacdes do fabricante. As amostras foram

entdo emblocadas em Historesina (hidroxietil metacrilato) com endurecedor, conforme
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recomendacdo do fabricante, e permaneceram por no minimo 48 horas em estufa a
temperatura de 60 °C.

Os blocos contendo as amostras foram seccionados a 5-7 um de espessura com o0 uso
de micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT) e posteriormente, as sec¢des obtidas
foram distendidas e aderidas as laminas microscdpicas em placa aquecedora a 40 °C.

Para caracterizacdo estrutural e identificacdo de compostos fenolicos, as seccOes
obtidas foram coradas com azul de Toluidina (0,5 %, v/v) em tampéo fostato de sddio e acido
citrico (Sakai, 1973) durante seis minutos.

As secgdes também foram submetidas aos testes histoquimicos com Xylidine Ponceau
— XP utilizado para visualizacdo de proteinas (Vidal, 1970), com Periodic Acid Schiff — PAS
(O’Brien e Mccully, 1981) para identificar polissacarideos neutros e com Lugol (Johansen,
1940) para deteccdo de grdos de amido. As laminas histoldgicas foram montadas com
laminulas e preservadas em resina sintética (Entelan®), posteriormente foram analisadas e
fotomicrografadas em microscopio de luz Leica (DM 750) e programa Leica Application

Suite (LAS EZ), sendo as imagens capturadas em escala micrométrica.

2.5 Cultivos celulares em suspensédo

2.5.1 Estabelecimento da suspenséo celular

Para os cultivos celulares em suspensdo, nova inducdo da calogénese foi realizada a
partir de segmentos nodais, conforme ilustrado na Figura 2. Apds 60 dias de inducdo, foram
selecionados aproximadamente 200 mg.L™? de massa fresca de calos dos tratamentos: (1)
13,54 uM de dicamba, (2) 13,54 uM de 2,4-D, (3) 13,54 uM de picloram e (4) 20,31 uM de
picloram, ou seja, os tratamentos que deram origem aos calos na fase de inducdo da

calogénese em G. magna.
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Figura 2. Diagrama da inducdo, multiplicacdo e regeneracdo de Guadua magna, bem como o
estabelecimento de suspenséo celulares.

Os calos formados foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer (125 mL),
contendo 20 mL de meio de MS liquido, suplementado com 30 g.L de sacarose, além dos
aminodcidos caseina hidrolisada, glutamina, prolina e cisteina (100 mg.L™?) (adaptado de
Ogita et al., 2005).

Apds 30 dias de cultivo, o material foi filtrado em peneira de metal de 100 um para
eliminar as formacgdes maiores e, com auxilio de uma micropipeta graduada automatica 10
mL da cultura celular foi ressuspendida em frascos do tipo Erlenmeyer (125 mL) contendo
novo meio nutritivo suplementado de 4,44 uM das auxinas de origem (dicamba, 2,4-D ou
picloram), completando o volume para 20 mL.

Entdo, as quatro diferentes origens de formacdo de calos (13,54 UM de dicamba, 13,54
UM de 2,4-D, 13,54 uM de picloram ou 20,31 pM de picloram) foram avaliadas para

estabelecimento e multiplica¢do da suspenséo celular (Figura 3).
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segmento nodal (explante) Indugéo da ;:;al-oéénese em meio semissolido
Auxinas: Dicamba, 2,4-D e Picloram
Concentracoes de 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM

L

Calos originalmente formados em meio semi-solido:

' (1) 13,54 uM (2) 13,54 uM (3) 13,54 uM (4) 20,31 uM
Dicamba 2,4-D Picloram Picloram

4,4 uM Dicamba 44 .M 2,4-D 4,4 uM Picloram 4.4 uM Picloram

Cultivos celulares em suspensdo em meio liquido
Figura 3. Esquema ilustrativo das etapas de inducdo da calogénese para o estabelecimento e
multiplicacdo de cultivos celulares em suspenséo.

O material foi mantido em agitador orbital a 100 rpm ao longo de seis meses, havendo
renovacdo do meio nutritivo a cada 30 dias mantendo-se a mesma composicdo. Foram
consideradas suspensdes celulares estabelecidas, quando essas atingiam ao menos 20 mg.L™
de massa fresca por frasco.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (6 x 4), onde foram testadas seis tempos de cultivo (seis meses) e quatro origens de
inducdo de calos. Cada tratamento foi composto de doze unidades experimentais compostas
por um Erlenmeyer contendo 200 mg.L* de massa fresca de calo.

Quanto a determinacdo da curva de crescimento dos cultivos, foram averiguadas a
massa fresca e seca a cada 30 dias de cultivo, periodo de renovacdo do meio nutritivo, durante

as seis subculturas, da seguinte forma:
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(1) Massa fresca: cada frasco foi homogeneizado manualmente. Em seguida, foram
retirados 2 mL dos cultivos celulares em suspensdo com o auxilio de uma pipeta automatica,
que foram transferidos para microtubos de 2 mL de capacidade. Esses microtubos foram
submetidos a centrifugacdo a 14.000 rpm por 20 minutos, quando entdo coletou-se
cuidadosamente 1 mL do sobrenadante liquido. Em seguida, os microtubos foram novamente
submetidos a centrifugacdo e, depois, retirados cuidadosamente os sobrenadantes da fase
liquida, deixando um pellet de massa fresca (mg) que foi mensurado por balanca analitica de
precisao.

(2) Massa seca: os microtubos contendo a massa fresca dos cultivos celulares em
suspensdo foram armazenados em estufa a 50 °C até a obtencdo da massa. Ap0ds esse periodo,

a massa seca (mg) foi mensurada com o auxilio de uma balanca analitica de preciséo.

2.5.2 Anélise citoquimica

A analise citoquimica dos cultivos celulares em suspensdo foi realizada com o auxilio
de Carmim acético e azul de Evans para confirmacdo da presenca de células embriogénicas
nos cultivos celulares em suspensdo. Para tanto, aliquotas de 5 pL da fase liquida da
suspensdo celular foram coletadas dos frascos de cultivo, sendo adicionadas de uma a trés
gotas de corante azul de Evans (0,1 %) (peso/volume) por dois a trés minutos em uma lamina
(Durzan, 1988).

Apbs esse periodo, foi retirado o excesso do azul de Evans e adicionado de uma a trés
gotas de corante Carmim acético (2 %) (peso/volume) pelo mesmo periodo de tempo. Logo
depois, 0 excesso do corante foi retirado, adicionando-se, em seguida, de uma a duas gotas de
glicina. As amostras foram, entdo, cobertas por laminula, submetendo as laminas prontas a
leves batidas com um bastdo de vidro para espalhamento do material. A seguir, as amostras

foram visualizadas e fotografadas em microscépio de luz.

2.6 Condic0es de cultivo

Para todas as etapas de cultivo in vitro descritas anteriormente, 0 meio de cultura de
MS teve pH ajustado para 5,8 + 0,5 com HCI (0,1 M) e/ou NaOH (0,1 M) e autoclavado a
temperatura de 121 °C (= 1,0 kgf cm™) durante 20 minutos. Os explantes foram cultivados em

condigdes de sala de crescimento sem luminosidade e com a temperatura mantida em 25 °C +
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2 °C, excecéo feita para 0 experimento de regeneracdo (item 2.3.3) que foi conduzido com
fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de 100 pmol m2 s,

2.7 Analise dos dados

Os dados dos experimentos foram submetidos ao teste de Hartley (P<0,05) e Shapiro-
Wilk (P<0,05), a fim de verificar a homogeneidade de varidncia entre os tratamentos e a
distribuicdo normal dos dados, respectivamente. Em seguida, foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) e, de acordo com a significancia, os dados dos fatores qualitativos foram
comparados pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os pacotes do programa R (R Development Core Team, 2012) foram utilizados para a
andlise estatistica dos dados. As analises histologicas, histoquimicas e citoquimicas foram

caracterizadas por analise descritiva.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducdo da calogénese

Ao final de 60 dias verificou-se que todos os tratamentos apresentaram formacdo de
calos. No entanto, o0s segmentos nodais foram o0s explantes mais responsivos,
independentemente da auxina testada. Em contrapartida, os explantes internodais foram os
que apresentaram menores taxas de formacédo de calos (< 16 %), independentemente do tipo
de auxina e concentracOes testadas (Tabelas 1 e 2).

As maiores taxas médias de formacdo de calos, quando se utilizou segmentos nodais,
foram verificadas nas concentracdes de 20,31 uM (88,0 %), 13,54 uM (85,3 %) e 27,08 uM

(74,7 %), independentemente da auxina testada (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes de reguladores de crescimento na inducdo de
calos a partir de explantes de Guadua magna, ap0s 60 dias de cultivo.

Explante
Concentracéo Segmento nodal Segmento internodal Bainha foliar
puM
Formacdo de calos (%)
0 0,0£0,0cA 0,0+0,0aA 13+£1,3cA
6,77 57,3+ 11,2 bA 53+24aB 10,7 £ 6,1 bcB
13,54 85,3+ 8,2aA 10,7+ 3,6aC 32,0+ 10,3aB
20,31 88,0 + 5,8 aA 13,3+ 3,7aC 46,7+ 9,5aB
27,08 74,7 £ 9,2 abA 16,0+ 4,9aC 37,3+8,3aB

Médias + erro padrdo com letras iguais minasculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de a =5 % de significancia.

Ao observar os resultados referentes as auxinas testadas, verificou-se que o picloram
proporcionou as maiores percentagens de formacéo de calo para segmento nodal (74,4 %),
seguido de bainha foliar (43,2 %) e segmento internodal (15,2 %) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de diferentes reguladores de crescimento na inducdo de calos a partir de
Guadua magna, ap6s 60 dias de cultivo.

Explante
Auxinas Segmento nodal Segmento internodal Bainha foliar
Dicamba 66,4+ 9,1 aA 7,2+23aB 16,8+ 6,0 bB
2,4-D 42,4+ 9,0 bA 48+18aB 16,8+ 5,1 bB
Picloram 74,4 +£8,0aA 152+4,0aC 43,2+8,1aB

Médias * erro padrao com letras iguais mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 0=5% de significancia.
O incremento na producgéo de calos proporcionada pelo uso da auxina picloram pode

ser atribuida a efetividade na sua absorcéo e mobilizagdo, bem como o efeito da interacdo de
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sinais em sitios especificos pela acdo dessa auxina, que facilitam o transporte de componentes
durante as reagO0es do metabolismo celular (Karun et al., 2004; Cardoso, 2018). Estudos
iniciais sobre organdgenese em bambus também demonstraram a superioridade da auxina
picloram para inducdo da calogénese em Bambusa multiplex e Phyllostachys aurea (Huang et
al., 1989), corroborando os resultados encontrados neste trabalho. Adicionalmente, Ogita
(2005) encontrou formacdo abundante de calos organogénicos em Phyllostachys nigra a partir
de meios contendo 2,4-D ou picloram.

A avaliacdo quanto a percentagem média de explantes oxidados (totalmente
escurecidos) foi realizada aos 60 dias ap0s a inoculagdo em meio de indugdo. Exibiu menores
percentagens de oxidacdo, o explante segmento nodal nas concentracbes com 6,77 UM e
20,31 UM (4 %) de picloram (Tabela 3).

Alguns tratamentos parecem ndo serem recomendados para a inducdo da calogénese
em G. magna, pois exibiram elevada oxidacdo dos explantes, como por exemplo, quando se
usou segmentos internodais com 27,08 uM de dicamba que atingiu 80 % (Tabela 3).

Para a inducdo da calogénese em segmentos nodais de G. magna, os tratamentos 2,4-D
na concentragdo 27,08 UM e/ou picloram na concentracdo 20,31 pM, apresentaram menores
taxas de oxidagéo, 8 % e 4 % respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Percentagem (%) média da oxidacdo de calos (> 4 mm) no processo de inducdo da
calogénese em Guadua magna em funcdo de diferentes auxinas, concentracdes e explantes
utilizados.

Auxinas
Explante Concentracao Dicamba 2,4-D Picloram
puM
Segmento nodal 0 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA
6,77 60,0 £ 19,4 aA 6,67 +6,7aB 40+4,0aB
13,54 6,7+6,7aB 56,0 + 17,2 aA 39,0+ 16,1 aAB
20,31 26,0 £ 16,6 aA 25,0+ 14,7 aA 40+£40aA
27,08 18,0+ 11,1bA 8,0+49aA 29,67 £8,5aA
Segmento internodal 0 0,0+0,0aA 0,0+ 0,0 aA 0,0 £0,0 aA
6,77 0,0+ 0,0 bA 20,0 £ 20,0 aB 20,0 £ 8,9 bcB
13,54 10,0 + 10,0 aA 20,0+ 20,0 aC 50,0 £ 10,0 aB
20,31 40,0 £ 24,5 aA 20,0+ 20,0 aC 40,0+ 8,4 aB
27,08 80,0 £ 20,0 aA 0,0+£0,0aC 23,0+6,1aB
Bainha foliar 0 0,0+£0,0aA 0,0+£0,0aA 0,0+£0,0aA
6,77 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA 23,0+ 13,7 bcB
13,54 12,0+ 8,0 aA 0,0+0,0aA 44,0+ 16,9 aB
20,31 43,0+ 20,0 aA 15,67 +6,7aC 35,0+ 15,0aB
27,08 28,0 £ 19,6 abA 30,67 +18,4aC 43,0+ 153 aB

Médias + erro padrdo com letras iguais minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de o =5 % de significancia.
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Ao analisar o comportamento de todos os tratamentos, especialmente quanto as
auxinas testadas, observamos que alguns reguladores de crescimento, principalmente em altas
concentragdes, podem promover a producdo de compostos fenolicos que ocasionam
modificagdes no meio de cultivo (Andrade et al., 2000).

N&o exclusivamente, os explantes também apresentaram respostas distintas sobre a
oxidag&o, indicando que devido ao processo de excisdo dos tecidos inoculados in vitro para a
fase de inducdo da caldgenese, possivelmente liberam compostos fendlicos que podem
ocasionar o escurecimento dos explantes (oxidacéo) e do meio nutritivo e, consequentemente,
refletir na inibicdo do crescimento celular (Jones e Saxena, 2013; Ahmad et al., 2013).

Notoriamente, independentemente da auxina testada, calos oriundos de segmentos
nodais apresentaram 0 maior incremento da massa fresca. Estatisticamente, 0s outros
tratamentos ndo apresentaram padrdo de crescimento da massa fresca de calos satisfatdrio
(Tabela 4).

Ainda testando segmentos nodais, outras concentracfes apresentaram resultados
satisfatorios, tais como 20,31 uM e 27,08 uM para as auxinas dicamba (233,9 mg e 375,8 mg,
respectivamente), 2,4-D (342,3 mg e 243,5 mg, respectivamente) e picloram (280,6 mg nas
duas concentracGes). Além do mais, as concentracdes 6,77 UM de dicamba (235,9 mg) e de
picloram (295,4 mg), também apresentaram bons resultados para a inducéo da calogénese em
segmentos nodais (Tabela 4).

Tabela 4. Média da massa fresca (mg) dos calos (> 4 mm) aos 60 dias de inducdo da
calogénese em Guadua magna, em fungdo de diferentes auxinas, concentracdes e explantes
utilizados.

Auxinas
Explante Concentracéo Dicamba 2,4-D Picloram
puM
Segmento nodal 0 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA
6,77 2359+ 81,7 aA 16,8 + 16,8 aB 2954+ 96,1 aA
13,54 107,1+ 22,7 aB 221,8+92,4aB 402,4 £ 82,0 aA
20,31 233,9+ 95,4 aA 342,3+52,1aA 280,6 + 62,6 aA
27,08 375,8+146,9 aA 2435+ 101,4 aA 280,6 £ 59,6 aA
Segmento internodal 0 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA 0,0£0,0aA
6,77 0,0 £0,0bA 11,7+ 7,3 aA 12,3+ 7,5bA
13,54 21,0+ 21,0aA 6,3+ 6,3bA 41,3+ 18,1 bA
20,31 18,1+ 11,1 bA 25,5+ 11,4 bA 41,6 £ 18,2 bA
27,08 36,4 £ 4,8 bA 0,0+ 0,0bA 116,3 £ 64,5 bA
Bainha foliar 0 0,0+£0,0aA 0,0+£0,0aA 0,0+£0,0aA
6,77 0,0+0,0aA 0,0+£0,0aA 29,7 £ 15,6 bA
13,54 23,1+ 20,4 aA 10,8 + 10,8 bA 32,5+19,5bA
20,31 55,1+ 22,8 bA 58,1 + 27,4 bA 61,5+ 22,5 bA
27,08 101,8 + 63,1 bA 60,6 + 19,8 bA 87,2+ 254 bA

Médias + erro padrdo com letras iguais mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de a = 5 % de significancia.
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No geral, o maior incremento de massa fresca de calo foi verificado na concentragéo
13,54 UM de picloram em segmentos nodais de G. magna (402,5 mg), comparando
estatisticamente com as outras auxinas testadas dentro da mesma concentragao.

Vale ressaltar que para ocorrer a inducgéo de calo, qualquer tecido vegetal vivo pode
ser utilizado como explante. No entanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior
proporcdo de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar a
pluritipoténcia, o que permite, posteriormente, a diferenciacdo de tecidos organizados, a
exemplo de 6rgdos completos como folhas e raizes (Grattapaglia e Machado, 1998; Mudoi et
al., 2013; Singh et al., 2013; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo, 2018).

Dessa maneira, as gemas axilares dos segmentos nodais de G. magna contém tecido
foliar imaturo e nao lignificados, portanto, sdo mais competentes a formacéo de calos em
funcdo do grau de diferenciacao desses tecidos (Mudoi et al., 2013; Singh et al., 2013).

Apesar de segmentos nodais ndo serem os explantes mais frequentemente utilizados
para a calogénese em espécies de bambu, ha uma consideravel melhora nos indices de
multiplicacdo, assim como reportado por Sood et al. (1994) para Dendrocalamus hamiltonni.

Adicionalmente, Obsuwan et al. (2019), verificaram valores 6timos de formagdo de
calos em segmentos nodais Thyrsostachys siamensis, alcancando médias superiores a 90 %,
tais calos apresentaram ainda, aspectos morfolégicos nodulares e compactos.

Em termos morfoldgicos, verificou-se na fase de inducdo que todos os tratamentos
apresentaram formacdo de calos com coloracdo branco-amarelada, de consisténcia
mucilaginosa, de aspecto granular, de superficie rugosa e brilhosa (Figuras 4 A-B); exceto no
tratamento controle (0 uM) e explante segmento internodal, onde a formacdo de calos foi
praticamente nula.

Aos 60 dias de cultivo, os cortes anatbmicos mostram uma predominancia de células
vacuoladas, pouco citoplasmaticas, com espacos intercelulares visiveis, caracteristicas tipicas
de calo muscilaginoso. Porém, nas proximidades de alguns feixes vasculares, verificam-se
algumas células com perfil meristematico, tanto do explante bainha foliar, quanto do
segmento nodal (Figuras 4 C-F). Esses conjuntos celulares meristematicos foram tipificados
por apresentarem menor didmetro, formato isodiamétrico, algumas células com nucleos
volumosos evidentes, citoplasma denso, e em alguns pontos foram observados vacuolos
fragmentados. Mais detalhadamente, também foram observadas proliferagdo celular em

divisdes periclinais, levando ao enfileiramento das células contiguas (Figura 4 F).
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Figura 4. Caracterizacdo morfoanatdmica dos explantes na etapa de indugédo da calogénese de
Guadua magna. Formacéo de calos (A) na bainha foliar e (B) no segmento nodal; (C-D) setas
indicando rompimento de tecidos para crescimento de calo; (E-F) setas indicam divisdes
celulares. AbreviacOes: (FV) feixe vascular, (CM) células meristematicas, (CV) células

vacuoladas, (DP) conjuntos de células em divisao periclinal.

As divisbes observadas na zona perivascular e a formacdo de calos nos explantes
podem estar associadas, provavelmente, as altas concentra¢cbes dos reguladores de

crescimento utilizados e a outros estresses inerentes ao cultivo in vitro, como por exemplo, o
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proprio seccionamento dos explantes, os quais induzem a desdiferenciacdo celular e
consequente, formacdo de calos (Steward, 1961; Bonga et al., 2016). Essa exposicdo, de
acordo com Fehér et al. (2003), pode ser considerada como um fator favoravel para o aumento
da capacidade morfogénica.

Mais especificamente, foram observados alguns calos em crescimento em camadas
superficiais de células do primordio foliar da gema axilar no explante segmento nodal,
resultando num inchamento irregular e rompimento dos tecidos nesta regido (Figuras 4 C-D).
Essas mesmas observac6es foram mencionadas por Huang et al. (1989) em B. multiplex e P.
aurea.

A anélise histoquimica durante o processo de indugdo da calogénese em G. magna
evidenciou quantidades significativas de amiloplastos (grdos de amido) nos calos em
crescimento a partir da bainha foliar (Figuras 5 A-F) e do segmento nodal (Figuras 6 A-F),
principalmente no conjunto de células perivasculares e proximas aos centros em proliferacéo
celular. Segundo Silva-Cardoso et al. (2018), a presenca desses amiloplastos nos calos em
crescimento, sugere a participacdo desse composto nos mecanismos de divisdes celulares.

Foram observados presenca de conspicuas reservas proteicas nas bainhas foliares
(Figuras 5 G-1) e segmentos nodais (Figuras 6 G-1). Em ambos os explantes, tais contetdos se
aglomeravam em volta dos feixes vaculares ou em células adjacentes vacuoladas. As analises
anatbmicas e histoquimicas ndo foram realizadas nos segmentos internodais por

indisponibilidade em quantidade suficiente de material.
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Figura 5. Caracterizacdo histoquimica de calos oriundos de bainhas foliares de Guadua
magna ap6s 60 dias de cultivo em meio de inducdo da calogénese. (A-B) Graos de amido
identificados com corante Periodic Acid Schiff - PAS, (C) seta indicando no detalhe, (D-E) e
confirmados com corante Lugol (F) seta indicando no detalhe, (G-F) reservas proteicas
identificadas com o corante Xylidine Ponceau - XP (1) seta indicando no detalhe.
Abreviacgdes: (FV) feixe vascular, (CM) células meristematicas, (CV) células vacuoladas.
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Figura 6. Caracterizacdo histoquimica de calos oriundos do segmento nodal de Guadua
magna apos 60 dias de cultivo em meio de indugdo da calogénese. Grdos de amido

identificados com corante Periodic Acid Schiff - PAS (A-C) e confirmados com corante Lugol
(D-F); reservas proteicas identificadas com o corante Xylidine Ponceau - XP (G-I).

Com base nos estudos anatdmicos e histoquimicos realizados durante a inducdo da
calogénese de G. magna, é perceptivel o potencial morfogénico dos calos devido as
caracteristicas relacionadas as células em divisdo envoltas dos feixes vasculares com perfil
meristematico, e a presenca de graos de amido associada a essas células em particular.

Esse conjunto de divisGes celulares nas adjacéncias do xilema e floema pertencentes
ao cilindro vascular principal, provavelmente, retornam a um estado transitério de células
(estado stem cell-like), as quais podem seguir, dependendo do estimulo aplicado, diferentes
vias, inclusive, a rota de divisao celular (Yang et al., 2010; Sugimoto et al., 2011) .

Como stem cell meristematicas que naturalmente recrutam as células vasculares e na
presenca de reguladores de crescimento elas tendem a se multiplicar e formar calos. Ou seja,
n&o ocorre desdiferenciacdo celular e sim multiplicacdo de stem cell pré-existentes que podem
posteriormente formar 6rgaos ou embriGes somaticos (Rose, 2016), confirmando o potencial

morfogénicos dos calos.

65



3.2 Multiplicacéo dos calos
De forma geral, os segmentos nodais apresentaram as menores taxas de oxidagdo
durante o processo de multiplicacdo de calos, considerando as concentracGes dentro das

auxinas testadas; exceto no tratamento controle que apresentou 100 % de oxidacdo (Tabela 5).

Tabela 5. Oxidacdo de calos aos 60 dias no processo de multiplicagdo a partir de calos

oriundos da etapa de inducdo da calogénese em Guadua magna.

Auxinas
Explante Concentracgéo Dicamba 2,4-D Picloram
UM
Segmento nodal 0 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a
6,77 60,0+x110a 88,0+£120a 20,0£89b
13,54 32,0£136b 640+11,7a 28,0+£10,2h
20,31 40,0£141b 240+£75b 120+49b
27,08 48,0+£185b 80+x49b 20,0£6,3b
Segmento internodal 0 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a
6,77 100,0+0,0a 88,0+£20,0a 80,0 £12,6 ab
13,54 92,0+8,0ab 88,0+ 20,0a 56,0 £ 18,3 b
20,31 92,0+4,9ab 76,0+ 20,0a 52,0+196b
27,08 60,0+6,3b 100,0+£0,0a 64,0 £ 16,0 ab
Bainha foliar 0 100,0+0,0a 100,0+0,0a 100,0+0,0a
6,77 100,0+0,0a 100,0+0,0a 80,0+ 8,9ab
13,54 84,0+ 9,8ab 96,0+4,0a 76,0+ 11,7 ab
20,31 56,0+ 11,7 b 68,0 £ 10,2 ab 440+14,7h
27,08 68,0 19,6 ab 440+14,7hb 48,0+10,2hb

Médias + erro padrdo com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de a = 5 % de significancia.

Considerando ainda segmento nodal, quanto maior a concentracdo testada da auxina
2,4-D menor foi a percentagem de oxidacdo obervada (27,08 uM = 8 %). Ja as concentracdes
de picloram apresentaram baixas taxas de oxidacgdo (< 28 %). Em dicamba as menores taxas
de oxidacdo foram observadas nas concentracdes de 13,54 uM e 20,31 uM (32 % e 40 %,
respectivamente).

Para o explante bainha foliar, concentragdes mais altas das auxinas testadas
apresentaram menores taxas de oxidacdo, como observado em 20,31 uM de picloram (44 %),
dicamba (56 %) e 2,4-D (68 %), e em 27,08 uM de 2,4-D (44 %), picloram (48 %) e dicamba
(68 %).

Quanto ao explante segmento internodal, todas as concentragdes de auxinas

apresentaram taxas elevadas de oxidag&o que variaram entre 60 e 100 % em dicamba, de 76 e
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100 % em 2,4-D e de 52 e 100 % em picloram, inviabilizando o uso deste explante para a
multiplicacdo dos calos.

Aos 60 dias da fase de multiplicacdo, também foi verificado o incremento médio da
massa fresca de calos durante o processo de calogénese de G. magna, onde foi possivel
observar que a auxina picloram foi estatisticamente superior comparada a dicamba e 2,4-D
(Figura 7).
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Figura 7. Efeito de diferentes auxinas no incremento de massa fresca (mg) de calos durante a
fase de multiplicacdo da calogénese de Gudua magna. Médias com erro padrdo com letras iguais néo
diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de a. =5 % de significancia.

A desdiferenciacdo e rediferenciacdo das células vegetais sdo reguladas
principalmente pelos fitorreguladores fornecidos de forma exdgena durante o cultivo in vitro.
Além do mais, eles sdo reconhecidos por desempenhar papel importante no processo da
organogénese (Zhang et al., 2010).

Existem ainda, muitas discussdes sobre as efetividades dos fitorreguladores para
bambus, devido principalmente a quantidade de espécies que envolvem o0s estudos e as
diferencas no potencial morfogénico de genotipos (Mudoi et al., 2013; Singh et al., 2013).

No entanto, alguns estudos reportam que, assim como apresentado neste trabalho, o
uso da combinagéo entre citocininas e auxinas contribuem para a multiplicacdo de calos para

algumas espécies de bambus. Esse fato foi observado por Huang et al. (1989) em B. multiplex
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e P. aurea, por Zhang et al. (2010) em D. hamiltonii, por Wei et al. (2015) em Bambusa
ventricosa e por Obsuwan et al. (2019) em T. siamensis.

Adicionalmente, a avaliacdo quanto ao incremento da massa fresca na fase de
multiplicacdo dos calos durante o processo de calogénese foi realizada aos 60 dias de
incubagdo do material. Na avaliacdo foi possivel determinar o segmento nodal como explante
mais responsivo, comparado ao segmento internodal e a bainha foliar (Tabela 6).

Tabela 6. Massa fresca média (mg) dos calos de Guadua magna aos 60 dias na fase de
multiplicacdo oriundos de diferentes concentracGes de reguladores de crescimento e diferentes
fontes de explantes.

EXPLANTE
Concentracéo uM Segmento nodal Segemento internodal Bainha foliar
0 0,0+0,0cA 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA
6,77 219,7 £ 58,0 bA 8,3+3,7aB 10,8+ 6,4 aB
13,54 295,7 + 55,8 abA 24,7+ 10,4 aB 27,1+114aB
20,31 399,9+ 57,7 aA 30,4+8,1aB 67,1+ 14,8 aB
27,08 363,6 + 66,1 aA 53,9+24,4aB 102,5 + 23,8 aB

Meédias +er erro padrdo com letras iguais mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de a=5% de significancia.

Também foi possivel observar que, independentemente da auxina testada, as
concentracdes a partir de 13,54 UM proporcionaram maiores incrementos de massa fresca de
calos para segmento nodal, qualificando esses tratamentos como factiveis para uso na
multiplicacdo de calos durante o processo de calogénese.

Em termos morfoldgicos, verificou-se na fase de multiplicacdo que todos os
tratamentos apresentaram formacdo de calos com coloracdo branco-amarelada, aspecto
compacto e mucilaginoso, de superficie lisa e brilhosa (Figura 8 A). Tais aspectos sdo
considerados favoraveis para possivel regeneracao de brotacdes (Obsuwan et al., 2019).

A partir da analise anatdbmica dos calos, foi possivel verificar trés regies distintas de
crescimento celular. Na regido central do calo foram observadas células isodiamétricas
meristematicas de tamanho reduzido, agrupamentos celulares com citoplasmas densos e
nucleos volumosos (Figura 8 B). Em contrapartida, a regido em torno desse centro
meristematico, exibiu células vacuoladas.

Na regido periférica do calo, visualizou-se basicamente proliferacdo de divisGes
periclinais de células meristematicas (Figura 8 B), além de agrupamentos de duas ou mais
células vacuoladas, com espagos intercelulares nitidos (Figuras 8 C-D). Tal efeito pode ter

ocorrido devido ao suprimento exdgeno de fitoreguladores, principalmente da combinagéo
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entre auxinas e citocininas, que normalmente estimula a proliferacdo celular (George, et al.,
2008; Singh et al., 2013).
Com a analise histoquimica foi possivel observar acimulo de amiloplastos (gréos de

amido) localizados, sobretudo, proximos aos centros de proliferacdo celular e em algumas

células em divisbes periclinais (Figuras 8 E, F, H e 1), e ainda conspicuos corpos proteicos
(Figuras 8 G e J).
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Figura 8. Caracterizacdo morfoanatdmica e histoquimica da formacao de calos aos 60 dias da
fase de multiplicacdo durante o processo da calogénese em Guadua magna. (A) Formagdo de
calos com coloracdo branco-amarelada, de aspecto compacto e mucilaginoso, de superficie
lisa e brilhosa; (B) seccdo anatémica do calo; seta indicanto divisfes periclinais de células
meristematicas; (C-D) detalhe da secgdo mencionada na letra B, que evidencia células com
citoplasmas densos e nucleos grandes, e ainda agrupamentos de duas ou mais células com
espacos intercelulares; (E e H) Analise com corante Periodic Acid Schiff - PAS, seta
indicando gréos de amido, (F e I) confirmacdo de presenca de grdos de amido com corante
Lugol; (G e J) conspicuos corpos protéicos identificados com o corante Xylidine Ponceau -
XP. Abreviagdes: (CM) células meristematicas, (CV) células vacuoladas.
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Os grdos de amido observados possivelmente podem estar funcionando como uma
fonte de energia as células meristematicas nas adjacéncias, que se encontram em intensa

divisdo celular (Cardoso, 2018), conferindo potencial morfogénico a esse conjunto celular.

3.3 Regeneracéo

Apo6s 30 dias de regeneracdo em T1- metade dos sais de MS e vitaminas na sua
concentracdo completa, verificou-se o desenvolvimento de calos de coloracdo esbranquicada,
com as aspecto compacto e mucilaginoso, de superficie lisa, brilhosa e irregular (Figura 9 A).
Com a andlise anatdmica foram observados centros meristematicos bem definidos, com a
formagéo de agrupamentos celulares (Figuras 9 B-C).

A partir da anélise histoquimica, foram identificados amiloplastos (grdos de amido) na

parte periférica do calo (Figura 9 D-E) e ndo foram observados corpos proteicos (Figura 9 F).
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Figura 9. Caracterizagdo morfoanatdmica e histoquimica da formagédo de calos aos 30 dias da
fase de regeneracdo em Guadua magna. (A) Formacéo de calos esbranquicados, com aspecto
compacto e mucilaginoso, de superficie lisa, brilhosa e irregular; (B) seccdo anatbmica do
calo, seta indicando centros meristematicos bem definidos; (C) detalhe dos agrupamentos
celulares; (D) grdos de amido identificados com corante Periodic Acid Schiff - PAS e (E)
confirmados com corante Lugol; (F) reservas proteicas ndo foram observadas com corante
Xylidine Ponceau - XP.
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Aos 60 dias de regeneracdo em T1- metade dos sais de MS e vitaminas na
concentracdo completa, os calos mantiveram a morfologia com coloragdo esbranquigada, de
aspecto compacto e mulcilaginoso, de superficie lisa, brilhosa e irregular, além de

apresentarem novas protuberancias verdes (Figura 10 A).
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Figura 10. Caracterizacdo morfoanatémica e histoquimica da formacdo de calos aos 60 dias
da fase de regeneracdo durante o processo da calogénese em Guadua magna. (A) Formacao
de calos com coloracdo esbranquicada, com aspecto compacto e mucilaginoso, de superficie
lisa, brilhosa e irregular, apresentando evaginacoes verdes; (B) secgdo anatdmica do calo, seta
amarela indicando agrupamento de células em divisdo, seta preta indicando provavel
formacdo de primordio radicular; (C) possivel primordio radicular; (D) agrupamento de
células em divisdo mencionado na letra B; (E) detalhe das células mencionadas na letra D; (F)
detalhe de centro meristematico para formacdo do eixo radicular; (G-H) grdos de amido
identificados com corante Periodic Acid Schiff - PAS; (1) reservas proteicas ndo foram
observadas com o corante Xylidine Ponceau - XP; (J-L) confirmacdo com corante Lugol da
presenca de graos de amido.

A andlise anatbmica dos calos de G. magna apresentou indicios de diferencia¢éo de
zonas estruturais tipicas de raizes, onde foi possivel observar centros meristematicos bem
definidos, indicando formacdo de primdrdio radicular (Figuras 10 B-C, e F). Em bambus,
podem ocorrer a formacdo de primdrdios radiculares em calos com aspecto compacto e
mucilaginoso, e em seguida ocorre o surgimento de primordios foliares, que séo tecidos e
Orgdos determinantes para a etapa de regeneracao das espécies desse grupo de plantas (Jullien
e Van 1994).

Ademais, as sec¢des revelaram divisdes celulares na parte oposta da possivel formacéo
do primdrdio radicular (Figuras 10 D-E). Tais observagdes sdo corroboradas por Yasodha et
al. (2010), que observaram formacgdo de primordios radiculares estendidos em diregdo a
regido epidérmica em plantas de Dendrocalamus giganteus cultivadas in vitro. Esses autores
ressaltam ainda, que a suplementacdo exogena de fitorreguladores do grupo de auxinas,
constituem um papel importante para a diferenciacdo de tecidos e, consequentemente, de
Orgdos como as raizes.

Vale ressaltar, que o processo de organogénese in vitro pode ser dividido em seis
etapas: (1) desdiferenciacdo celular, (2) aquisicdo de competéncias celular, seguidas da (3)
inducdo, (4) determinacao, (5) diferenciacdo e (6) formacao de 6rgaos (Komatsu et al., 2004).
Ou seja, aos 60 dias de cultivo, os calos de G. magna submetidos a regeneracdo, adquiriram
competéncia morfogénica (etapa 2 do processo de organogénese) para a possivel
diferenciacdo de raizes, como observado nas secgdes anatdmicas apresentadas.

Em termos histoquimicos, especificamente com relacdo a andlise para detectar a
presenca de polissacarideos, os reagentes Periodic Acid Schiff — PAS e Lugol revelaram
concentracdes relativamente altas de amiloplastos (grdos de amido) nas camadas periféricas
dos calos (Figuras 10 G-H, J-L). Grdos de amidos sdo compostos presentes em raizes de

bambu, com maior intensidade em tecidos jovens com células em divisédo (Ito et al., 2015).

72



Essa presenca de amido identificada nas células de G. magna, assemelham-se a
estatdcitos que contém em seu interior plastideos especializados na percepcao da gravidade,
chamados de estatdlitos. Neste sentido, € possivel que a acdo estatdlito-amido ocorra devido a
alta atividade metabdlica para formacdo das estruturas verdes e/ou possiveis primordios
radiculares. Adicionalmente, ndo foram observados corpos proteicos com corante Xylidine
Ponceau - XP (Figura 10 I).

Aos 90 dias de regeneracdo em T1- metade dos sais de MS e vitaminas com
concentracdo completa, os calos mantiveram a morfologia com coloracdo esbranquicada e
evaginacgdes verdes, de aspecto compacto e mulcilaginoso, de superficie lisa, brilhosa e
irregular (Figura 11 A). A analise anatdbmica apresentou centros meristematicos bem definidos
(Figuras 11 B-C).

Aos 120 dias, os calos tornaram-se esponjosos, com coloragédo variando entre branca e
amarela, além das evaginacoes verdes (Figura 11 D). A andlise anatdmica revelou centros de
diferenciacéo de estruturas tipicas de raizes, como coifa, columela e procambio (Figuras 11 E-
F).

Aos 180 dias, os calos esponjosos apresentaram estruturas amarelas e verdes, com
base oxidada (Figura 11 G). A anélise anatdmica evidenciou centros meristematicos bem
definidos indicando formacdo de primdrdio radicular (coifa, columela e procambio), com
elementos de vasos em diferenciacdo, e ainda a presenca de compostos fendlicos nas
adjacéncias (Figuras 11 H-1).

Em meio de regeneracdo T2- MS suplementado de 2,68 pM de acido 1-
naftalenoacético (ANA) e 12,32 uM de BAP, os calos tornaram-se oxidados (totalmente
escurecidos) logo aos 30 dias, sem mudangas posteriores ao longo do tempo (Figura 11 J). A
partir da analise anatdmica, foi possivel obervar quantidade elevada de células vacuoladas
sem indicios de divisdo celular, além de compostos fendlicos nas adjacéncias e células
apresentando possivel processo de apoptose (desintegracdo das organelas celulares) (Figuras
11 K-L).

A partir da analise histoquimica dos calos, ndo foram observados amiloplastos (grédos
de amido), nem mesmo corpos proteicos, durante a fase de regeneragdo em T1- metade dos
sais de MS e vitaminas com concentracdo completa no periodo de 90 ate 180 dias, ou em T2-
MS suplementado de 2,68 uM de acido 1-naftalenoacético (ANA) e 12,32 uM de BAP ja aos

30 dias de cultivo.
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Figura 11. Caracterizacdo morfoanatdmica da fase de regeneracdo durante o processo da
calogénese em Guadua magna. (A) Aos 90 dias formacdo de calos com coloragdo
esbranguicada, com aspecto compacto e mucilaginoso, de superficie brilhosa, lisa e irregular,
apresentando evaginacdes verdes; (B) Seccdo anatdmica do calo; (C) Detalhe da sec¢édo
mencionada na letra B, seta indicando centros meristematicos bem definidos; (D) Aos 120
dias formagdo de calos com aspecto amarelo e de superficie esponjosa, apresentando
evaginagdes verdes; (E) Seccdo anatdbmica do calo que evidencia coifa, columela e
procambio; (F) Detalhe da columela mencionada na letra E; (G) Aos 180 dias formacdo de
calos com aspecto amarelo e de superficie esponjosa, apresentando evaginacfes verdes e
oxidagdo (escurecimento) na base; (H) Seccdo anatémica do calo; (1) possivel primordio
radicular (coifa, columela e procambio), nota-se elementos de vasos em diferenciacdo, seta
indicando compostos fendlicos; (J) Aos 30 dias formagdo de calos oxidados (totalmente
escurecidos); (K) Seccdo anatdmica do calo; (L) Detalhe da secgdo mencionada na lera K,
nota-se presenca de compostos fenolicos e células em possivel processo de apoptose.
Abreviagoes: (c) coifa, (col) columela, (pc) procadmbio.
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Apesar dos calos de G. magna ndo apresentarem potencial morfogénico apds 180 dias
de cultivo, foi possivel angariar informacGes inéditas acerca do processo de divisdo e
desdiferenciacdo celular da calogénese em G. magna. Vale ressaltar que a falha de
competéncia de diferenciacdo de um tecido pode refletir na falta de receptores para o
fitorregulador que induziu a organogénese (Komatsu et al., 2011). Portanto, o0
acompanhamento do desenvolvimento de calos auxilia na determinagdo das melhores
condicdes de cultivo e pode ainda, subsidiar estudos relacionados a embriogénese somatica

(Zhang et al., 2010) e cultivos celulares em suspensdo (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003).

3.4 Cultura de células em suspensao

A partir dos calos induzidos com o uso do explante segmento nodal, foi possivel
estabelecer um crescimento de cultivos celulares em suspenséo, onde o material original
cultivado em meio contendo 13,54 uM de picloram (T3) foi substancialmente melhor, ja que
apresentou 100 % de éxito logo no primeiro subcultivo, seguido de 20,31 uM da auxina
picloram (T4) com 83,3 %.

O tratamento 13,54 uM de dicamba (T1) apresentou estabelecimento estatisticamente
tardio, do qual foram precisos cinco subcultivos para atingir os 100 %. Logo, o tratamento
13,54 uM de 2,4-D (T2) ndo atingiu indices estatisticamente satisfatorios de estabelecimento

de cultivos celulares em suspensdo, ndo ultrapassando o resultado de 30 % (Figura 12).
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Figura 12. Estabelecimento de cultivos celulares em suspensédo de Guadua magna ao longo do
tempo.

O presente estudo apresentou resultados interessantes quanto ao estabelecimento e
crescimento da suspensdo celular em G. magna, que podem contrubuir para investigacGes
avancadas sobre a biotecnologia para diversas espécies de bambu, principalmente quanto ao
uso na auxina picloram para tal finalidade.

Ademais, os estudos relacionados aos cultivos celulares em suspensdo de espécies de
bambu séo incipientes e, na sua maioria, abordam principalmente metodologias de extracéo
de compostos secundarios (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003; Ogita, 2005; Liu et al.,
2006; Kuo et al., 2009; Nomura et al., 2013).

No geral, a auxina 2,4-D é mencioda na maioria desses trabalhos e em estudos iniciais
realizados por Huang et al. (1989) para as espécies B. multiplex e Bambusa oldhami.
Posteriormente, Nomura et al. (2013), para a espécie P. nigra, foi verificada a utilizacdo da
auxina picloram. Assim como demonstrado no presente estudo, tais autores relatam o efeito
positivo da auxina picloram no crescimento dos cultivos celulares em suspensao.

Apbs seis subcultivos de 30 dias foi possivel, primeiramente, analisar o efeito da
origem do tratamento sobre a massa fresca. Observou-se que os tratamentos 13,54 UM de
picloram (T3) e 20,31 uM de picloram (T4) foram estatisticamente superiores (2.723,1 mg e
2.108,4 mg; respectivamente), quando comparadas a 13,54 puM dicamba (T1) (624 mg) e
13,54 uM 2,4-D (T2) (327,83 mg) (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da auxina no incremento de massa fresca (mg) dos cultivos celulares em
suspensdo de Gudua magna. Médias com erro padréo de letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente
pelo teste de Tukey ao nivel de o = 5 % de significancia.

Ao analisar o efeito da origem do tratamento sobre a massa seca dos cultivos celulares
em suspensdo, verificou-se que novamente 13,53 pM de picloram (T3) e 20,31 uM picloram
(T4), ou seja, as duas origens com auxina picloram, foram estatisticamente superiores (378,5
mg e 296,5 mg, respectivamente), quando comparadas ao 13,54 uM de dicamba (T1) (93,3

mg) e 13,54 uM de 2,4-D (T2) (104,7 mg) (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da auxina no incremento de massa seca (mg) dos cultivos celulares em
suspensdo de Guadua magna. Médias com erro padrdo de letras iguais ndo diferem entre si
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de a =5 % de significancia.

Vale ressaltar que para um eficiente protocolo de cultivos celulares, se faz necessario
investigacdes acerca dos aspectos morfoldgicos e fisioldgicos das células cultivadas em
espécies de bambu (Ogita 2005), inclusive sobre o potencial uso dessa ferramenta para
identificacdo de células com competéncia embriogénica.

A partir da analise citoguimica com Carmim acético e azul de Evans, foi possivel
confirmar que todos os cultivos celulares em suspensdo de G. magna apresentaram células
com viabilidade embriogénica (Figura 15) (Gupta e Holmstrom, 2005). No entanto, aquelas
cultivadas em picloram, destacaram-se por apresentarem maior aglomerado de células
vermelhas, que qualifica como positiva a viabilidade embriogénica, indicando que esses
tratamentos (T3- 13,54 uM de picloram e T4- 20,31 uM de picloram) provém as melhores

condigdes de cultivo para tal finalidade (Figuras 15 E-H).
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Flgura 15 Anallse C|tqu|m|ca com Carmlm acético e azul de Evans para verificacdo da
viabilidade embriogénica de cultura de células em suspensdo em Guadua magna. (A-B) T1 -
13,54 uM de dicamba; (C-D) T2 - 13,54 uM de 2,4-D; (E-F) T3 - 13,54 uM de picloram; e
(G-H) 20,31 uM de picloram.
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Até o presente momento, cultivos celulares para fins de multiplicacéo in vitro foram
mencionados apenas para D. giganteus (Ramanayake e Wanniarachchi, 2003) e para P. nigra
(Ogita, 2005). Apesar de constatado o potencial embriogénico da cultura de D. giganteus, 0s
autores atentam que o grau de organizacdo das células foi transitério (Ramanayake e
Wanniarachchi, 2003). No entanto, estes mesmos autores conseguiram manter os cultivos
celulares em suspensédo por um periodo de até dois anos.

Conforme apresentado, os cultivos celulares em suspensdo configuram-se como
importante alternativa de cultivo in vitro para as espécies de bambu (Liu et al., 2006).
Ademais, o sistema de cultura por células oferece inlmeras vantagens para investigacoes
futuras sobre o papel metabdlico dos nutrientes e sua utilizacdo em células vegetais de
interesse (Ogita, 2005), inclusive para transformacéo genética (Ogita et al., 2011; Ogita et al.,
2012; Mudoi et al., 2013).
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4 CONCLUSAO

As maiores taxas médias de formacdo e multiplicacdo de calos em Guadua magna
foram verificadas no explante segmento nodal com o uso da auxina picloram,
independentemente da concentracéo testada.

Com a analise anatdmica, observou-se a formacdo de primdrdio radicular ja aos 60
dias de cultivo em meio de regeneracdo e, apesar dos calos ndo apresentarem potencial
morfogénico até 180 dias de cultivo, foi possivel angariar informagdes inéditas acerca do
processo de diviséo e desdiferenciagdo celular da calogénese em G. magna.

A partir dos calos induzidos com o uso do explante segmento nodal foi possivel
estabelecer um crescimento de cultivos celulares em suspensdo. Com a analise citoquimica
verificou-se que todos cultivos apresentaram células com viabilidade embriogénica nos
diferentes tratamentos.

Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho sobre a calogénese e o
estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo em G. magna podem contribuir em
estudos futuros sobre a propagacdo em larga escala, conservacdo de germoplasma in vitro,
embriogénese somatica, transformacdo genética de plantas e na producdo de compostos

secundarios, inclusive para outras espécies de bambu.
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Capitulo 2

Caracterizacdo morfo-anatdmica da inducdo da embriogénese somatica em
Guadua aff. chaparensis (Londofio e Zurita) e o restabelecimento de calos
obtidos de cultivos celulares em suspensao.
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RESUMO

Apresentando vasta diversidade de espécies e importancia socioecondmica para maltiplos
usos, os bambus sdo encontrados em florestas tropicais e subtropicais de praticamente todo
mundo. Os bambus do género Guadua sao endémicos das Ameéricas e distribuem-se em uma
faixa relativamente longa que se estende desde o México até o sul da Argentina, sendo
considerados como protagonistas da evolugéo cultural, social e econbmica da América Latina.
No entanto, a falta de manejo adequado e a exploragdo ndo racional desse recurso tem levado
reducdo de populacBes nos diferentes habitats. Neste sentido, o desenvolvimento de
metodologias tecnoldgicas de propagacdo parece ser essencial, como por exemplo, a
micropropagacdo, mais especificamente a embriogénese somatica. Essa técnica possibilita a
regeneracdo in vitro de plantas a partir de células sométicas totipotentes, que sdo induzidas a
se diferenciarem em embrifes, sem que ocorra a fusdo de gametas. Nesse sentido, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar morfoanatomicamente calos obtidos durante a inducdo da
embriogénese somatica em Guadua aff. chaparensis, bem como o estabelecimento de cultivos
celulares em suspenséo e o reestabelecimento de calos com potencial embriogénico. Para a
obtencdo de calos foram utilizados como fonte de explantes segmentos nodais com cerca de 1
cm de comprimento de plantas sob condiges in vitro, que foram inoculados em meio de MS
combinado com as auxinas acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) e Acido 4-amino-3, 5, 6-
tricloropicolinico (picloram) nas concentragdes de 11,1 pM e 22,2 uM cada. Apds, os calos
foram submetidos a cultura liquida sob agitacdo para a obtencdo de cultivos celulares em
suspensdo, nos seguintes tratamentos: T1- controle, T2- 4,44 uM de 2,4-D, T3- 4,44 uM de
picloram, ou a T4- combinacdo das auxinas. Apds a multiplicacdo das culturas, foi realizado o
reestabelecimento de calos, a partir de aliquotas de 20 pL dos cultivos celulares,
ressuspendidos em meio de MS nos tratamentos com as auxinas 2,4-D e picloram, em cinco
concentrages distintas: 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM cada. Para as analises histoldgicas e
histoquimicas foram retiradas amostras dos diferentes calos formados nas etapas de inducéo e
restabelecimento. Também foi realizada analise citoquimica dos cultivos celulares. De
maneira geral, morfologicamente quatro tipos de calos foram observados na inducdo da
embriogénese somatica: (1) gelatinoso, (2) compacto, (3) friavel e (4) compacto nodular. Nos
calos fridveis foi observado a formacdo de proembrides, uma caracteristica decisiva para a
progressao de embriGes somaticos, e também a presenca de grdos de amido. A partir dos calos
friaveis foi possivel o estabelecimento e a multiplicacdo de cultivos celulares em suspensao,
que apresentaram células com viabilidade embriogénica verificadas com a analise
citoguimica. Foi possivel realizar o reestabelecimento de calos com potencial embriogénico
oriundos dos cultivos celulares em suspensdo. Tais calos apresentaram aspecto friavel e, a
partir da analise anatdmica, foram observados pro-embrbes somaticos.

Palavras-chave: Poaceae, Bambusoideae, morfogénese, segmento nodal, analise histoldgica,
analise citoquimica.
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ABSTRACT

With vast species diversity and socio-economic importance for multiple uses, bamboos are
found in almost every tropical and subtropical forests. The bamboos of the genera Guadua
are endemic to the Americas and are distributed over a relatively long strip that extends from
Mexico to southern Argentina, being considered as protagonists of the cultural, social and
economic evolution of Latin America. However, the management and the non-rational
exploitation of this resource has led to a reduction in populations in different habitats. In this
sense, the development of technological propagation methodologies seems to be essential,
such as, for example, micropropagation, more specifically somatic embryogenesis. This
technique makes it possible to regenerate plants in vitro from totipotent somatic cells, which
are induced to differentiate into embryos, without the gamete fusion occurring. Therefore, the
objective of this work was to characterize morphoanatomically calli obtained during the
induction of somatic embryogenesis in Guadua aff. chaparensis, as well as the establishment
of suspension cell cultures and the calli recovery with embryogenic potential. In order to
obtain calli, about 1 cm long nodal segments of plants were used as source of explants under
in vitro conditions, which were inoculated in MS medium combined with auxins 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 4-amino-3, 5, 6-trichloropicolinic acid (picloram) in
concentrations of 11.1 puM and 22.2 uM each. Then, the calli were subjected to liquid culture
under agitation to obtain suspension cell cultures in the treatments T1- control, T2- 4.44 uM
2,4-D, T3- 4.44 pM picloram or T4- combination of auxins. After the multiplication of
cultures, calli recovery was performed, using aliquots of 20 uL of the cultures resuspended in
MS medium in the treatments: auxins 2,4-D and picloram, in five different concentrations of
0; 6.77; 13.54; 20.31 and 27.08 uM each. For histological and histochemical analysis samples
were taken from the different calli formed during the induction and recovery steps.
Cytochemical analysis of cell cultures were also performed. In general, morphologically four
types of calluses were observed in the induction of somatic embryogenesis: (1) gelatinous, (2)
compact, (3) friable and (4) nodular compact. In friable calli the formation of pro-embryos
was observed, a decisive characteristic for the progression of somatic embryos, and also the
presence of starch grains. From the friable calli, it was possible to establish and multiply
suspension cell cultures, which showed cells with embryogenic viability verified with
cytochemical analysis. It was possible to perform the recovery calli with embryogenic
potential from suspension cell cultures. Such calli showed a friable aspect and, from the
anatomical analysis, somatic pro-embryos were observed.

Key-words: Poaceae, Bambusoideae, morphogenesis, nodal segment, histological analysis,
cytochemical analysis.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com maior biodiversidade em espécies de bambu nas
Américas, com 35 géneros e 266 espécies descritas, das quais, 75 % sdo endémicas (Longhi-
Wagner, 2012; Filgueiras et al., 2013; Filgueiras e Viana, 2017). Dos géneros encontrados no
pais, 0 Guadua representa o terceiro maior do territério nacional (Filgueiras e Viana, 2017).

Os bambus do género Guadua sdo endémicos das Ameéricas e distribuem-se em uma
faixa relativamente longa que se estende desde o México até o sul da Argentina, sendo
considerados como protagonistas da evolucédo cultural, social e econdmica da América Latina
(Londofio, 2002). Representantes do género Guadua, assim como outros bambus lenhosos,
destacam-se em funcdo do seu rapido crescimento, resisténcia, flexibilidade, adaptabilidade as
diferentes condicbes edafoclimaticas, facil manejo e alto rendimento em volume por &rea
(Londofio, 2002; Peng e She, 2014; Clark et al., 2015).

Dentre as espécies representantes deste género, Guadua aff. chaparensis tem ampla
distribuicdo na regido da Amazonia Central, apresentando grande importancia ecoldgica e
econdmica na regido (Londofio e Zurita, 2008; Lizarazu et al.,, 2013). Apesar de sua
importancia econdmica e da existéncia de vastas areas nativas de bambu na regido
Amazonica, tornam-se necessarios esforcos para sua conservacao e uso racional, pois séo
vulneraveis ao desmatamento (Bystriakova et al., 2003).

Ademais, o desenvolvimento de metodologias eficientes de propagacdo parece ser
essencial, dadas as dificuldades de propagacao por métodos convencionais, em razdo da baixa
viabilidade de sementes, dificil armazenamento de propagulos e inconstancia de producao de
sementes (Arya et al., 1999; Ramanayake et al., 2001; Vengala et al., 2008; BPG, 2012). De
fato, a propagacdo vegetativa do género € dificil em razdo do volume necessario de
propégulos e dos baixos indices de enraizamento (Azzini e Salgado, 1993; Gallardo et al.,
2008; Gielis et al., 2001; Islam et al., 2011; Kumar, 2012). Nesse contexto, a
micropropagacao se constitui como uma importante ferramenta para superar alguns entraves
da cultura, como os citados previamente.

A micropropagacdo ou propagacéo in vitro € uma técnica em que partes de plantas séo
cultivadas de forma asséptica, em meio nutritivo e condi¢des controladas e especificas,
capazes de formar uma nova planta (George 2008; Reed et al., 2011). Dentre as técnicas de
micropropagacao, a embriogénese somética é de grande importancia, pois uma vez dominada,
pode permitir a producdo de um elevado numero de plantas em pequeno espaco fisico (Litz e

Gray, 1995).
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A embriogénese somatica é definida como o processo onde € possivel a regeneracdo in
vitro de plantas a partir de estruturas denominadas de embrides somaticos, semelhantes aos
embribes zigodticos, mas que nao sdo produtos da fusdo de gametas (Litz e Gray, 1995;
Namasivayam; Verdeil et al., 2007; Mudoi et al., 2013; Guan et al., 2016).

Os primeiros trabalhos sobre regeneracdo de plantas de bambus a partir da cultura de
embrides somaticos sdo citados ha pelo menos 50 anos (Alexander e Rao, 1968), embora a
ténica tenha sido mais rotineiramente estudada a partir da década de 1980 (Mehta et al., 1982;
Rao et al., 1985; Yeh e Chang et al 1986; Hassam e Debergh et al., 1987).

Desde entdo, vérias investigacfes surgiram com o intuito de melhorar a metodologia,
relacionados principalmente aos protocolos de produgdo para atender as diversas espécies
desse grupo de plantas (Komatsu et al. 2011; Mehta et al., 2011; Bag et al., 2012; Yuan et al.,
2013; Wei et al., 2015; Zang et al., 2016a; 2016b; Guo et al., 2017; Lin et al., 2018;
Somashekar et al., 2018). No entanto, ainda que exista uma série de trabalhos, a maioria deles
relata dificuldades quanto a regeneracdo dos embriGes somaticos e o desempenho
morfogénico pds-embrionario (Komatsu et al., 2011; Mundoi et al., 2013; Singh et al., 2013).

Até o presente momento, nada é descrito na literatura sobre o uso dessa metodologia,
bem como o estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo para a espécie G. aff.
chaparensis, objeto de estudos desse trabalho. Assim como a embriogénese somatica, cultivos
celulares em suspensdo, podem permitir a inducdo, propagacdo e manutencdo de células em
meio liquido, favorecendo a maior taxa de divisao celular e, consequentemente, a capacidade
de possibilitar a propagacao clonal em escala exponencial das espécies (Litz e Gray, 1995;
Cid, 1998; Teixeira et al., 2004; Vanisree et al., 2004; Matsumoto, 2006).

Assim, o0 desenvolvimento de protocolos de embriogénese somatica e o
estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo configuram metodologias que podem
contribuir para a propagacdo em larga-escala, bem como para a compreensdo dos processos
biolégicos que envolvem as diversas espécies de bambu (Ogita et al., 2012; Mudoi et al.;
Singh et al., 2013).

Nesse sentido, o estudo anatbmico dos processos parece ser de fundamental
importancia, uma vez que o emprego desta técnica permite detalhar os eventos que ocorrem
durante o desenvolvimento da inducdo da embriogénese somatica no material vegetal, fato
que melhora o entendimento das alteracGes histoldgicas, além de se poder utilizar tais
informagdes como marcadores morfoldgicos e anatdmicos das etapas (Rodrigues et al., 2004;
Gueye et al., 2009; Silva-Cardoso et al., 2019).
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Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar 0s aspectos
morfoanatdbmicos durante a fase de inducdo da embriogénese somética de Guadua aff.
chaparensis, além do estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo e o

reestabelecimento de calos com potencial embriogénico para a espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacao do experimento

Os experimentos foram instalados e conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais Il (LCT-II1) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia —
DF, Brasil.

3.2.  Material vegetal

Para a obtencdo dos calos, foram utilizados como materiais vegetais plantas de
Guadua aff. chaparensis, introduzidas in vitro a partir de material de plantas matrizes
coletadas as margens do Rio Purus, Estado do Acre, Brasil (Vale et al., 2019).

As plantas foram propagadas por micropropagacao ao longo de sucessivos subcultivos
de multiplicacdo, e mantidas como colec¢do in vitro em frascos de vidro transparente de 650
mL, contendo 70 mL de meio de MS liquido (Murashige e Skoog, 1962), suplementado de 20
g.L " de sacarose. Os materiais foram cultivados em sala de crescimento com temperatura

mantida em 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas e 100 umol m2 s de luminosidade.

3.3.  Inducdo da embriogénese somatica

Para a obtencdo de calos, foram utilizados como explantes segmentos nodais com
cerca de 1,0 cm de comprimento contendo pelo menos uma gema. Os explantes foram
inoculados em placa de Petri (15 x 90 mm) contendo 20 mL do meio de MS, suplementado
com 30 g.L? de sacarose, 500 mg.L™ de caseina hidrolisada, 500 mg.L™ de glutamina, 100
mg.L* de cisteina e 2,5 g.L™ de phytagel.

A partir desta composicdo de meio foram estabelecidos os tratamentos. O tratamento
controle foi livre de auxinas e os demais tratamentos suplementados com as auxinas acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ou acido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolinico (picloram) nas
concentragfes 11,1 uM e 22,2 uM cada. Em cada placa de Petri foram inoculados cinco

explantes, que permaneceram sob essas condigdes até os 120 dias.
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3.4.  Cultivos celulares em suspenséo

3.4.1. Estabelecimento da suspensao celular

Para os cultivos celulares em suspensdo, aproximadamente 200 mg.L™ de calos
fridveis obtidos na fase de inducdo da embriogénese somatica foram inoculados em frascos do
tipo Erlenmeyer (125 mL) contendo 20 mL de meio MS liquido suplementado de 30 g.L* de
sacarose, além dos aminoacidos caseina hidrolisada, glutamina, prolina e cisteina (100 mg.L*
cada) (adaptado de Ogita et al., 2005).

A partir desta composi¢do de meio foram estabelecidos os tratamentos, sendo (T1) o
controle livre de auxinas, e os demais tratamentos suplementados com auxinas (T2) 4,4 uM
de picloram (T3) 4,44 pM de 2,4-D, ou (T4) a combinacdo dessas duas auxinas na
concentragédo de 4,44 puM cada.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (4 x 4), onde foram testadas quatro tempos de cultivo (0, 10, 20 e 30 dias) e os quatro
tratamentos. Cada unidade experimental foi composta por um Erlenmeyer contendo 200
mg.L* de massa fresca de calo friavel.

As culturas foram mantidas em agitador orbital a 100 rpm na auséncia de luz a
temperatura de 25 + 2 °C. Apos 30 dias foi realizada uma anélise qualitativa, onde os frascos
que apresentaram visualmente grau de qualidade de suspensdo, ou seja, volume de célula
perceptivel sem apresentar escurecimento no meio de cultura (oxidacao), foram considerados

estabelecidos.

3.4.2. Multiplicacdo da suspensao celular

Apos estabelecimento da suspensdo celular, o material foi filtrado em peneira de metal
de 100 pm e aliquotas de 10 mL do material filtrado foi coletado com auxilio de uma pipeta
graduada automatica, sendo ressuspendido em frascos do tipo Erlenmeyer (125 mL) contendo
20 mL de novo meio nutritivo de mesma composicéo.

A partir desta composicdo de meio foram estabelecidos os tratamentos, sendo (T1)
4,44 UM de picloram, (T2) 4,44 uM de 2,4-D e (T3) a combinacdo dessas duas auxinas na

concentracéo de 4,44 uM cada.
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (6 x 3), onde foram testadas seis tempos de cultivo de 30 dias cada e as trés
composicdes de meio. Cada unidade experimental foi composta por um Erlenmeyer contendo
10 mL do material filtrado, acrescido de 20 mL de meio nutritivo.

As culturas foram mantidas em agitador orbital a 100 rpm na auséncia de luz a
temperatura de 25 £ 2 °C. A cada 30 dias, durante 180 dias, o material celular dos frascos foi
transferido para tubos Falcon graduados onde as suspensfes foram deixadas em repouso por
30 minutos. ApoOs esse periodo, os volumes celulares sedimentados foram anotados. O
procedimento foi repetido ap6s 30 minutos para a tomada da segunda leitura de volume. Esse
volume das células obtido é conhecido como volume celular sedimentado (SCV) (Teixeira,
2004; Loyola-Vargas e Vazques-Flota, 2006).

3.4.3. Anélise citoquimica

Para a avalizacdo da presenca de células embriogénicas dos cultivos celulares em
suspensdo foi realizada andlise citoquimica por dupla colocacdo com Carmim acético e azul
de Evans. Para tanto, foram coletadas, em microtubos (2 mL), aliquotas de 1 mL da fase
liquida da suspensdo celular selecionadas de cada frasco de Erlenmeyer e, ap6s a decantacdo
(1 h aproximadamente), o sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma pipeta e entdo
adicionados 100 pL do corante azul de Evans (0,1 %), o qual permaneceu em contato com as
formacdes celulares por dois minutos. Apos esse periodo, foi retirado o excesso do azul de
Evans e adicionados 100 uL corante Carmim acético (2 %) pelo mesmo periodo de tempo
(Durzan, 1988).

Por fim, foram adicionados em cada microtubo 200 pL de agua glicerinada (50 %),
dos quais foram distribuidas aliquotas de 20 uL em lamina histoldgica. As amostras foram,
entdo, cobertas por laminula, submetendo as laminas prontas a leves batidas com um bastdo
de vidro, para espalhamento do material. A seguir, as amostras foram fotografadas em

microscopio de luz.

3.5.  Restabelecimento de calos com competéncia embriogénica

Apds uma série de subcultivos das suspensdes celulares, foi realizada uma tentativa de

restabelecimento de calos com potencial embiogénico. Para tanto, aliquotas de 20 uL do
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cultivo foram selecionadas aleatoriamente dos frascos e ressuspendidas em meio de MS
suplementado com 30 g.L? de sacarose, 500 mg.L? de caseina hidrolisada, 500 mg.L™? de
glutamina, 100 mg.L™* de cisteina e 2,5 g.L™ de phytagel.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (2 x 5), onde foram avaliadas as duas auxinas: (acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
e &cido 4-amino-3,5,5-tricloropicolinico (picloram), em cinco concentra¢Ges distintas de O;
6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM cada. Para tanto, foram utilizadas cinco repeticdes compostas
por cinco unidades experimentais para cada repeticdo. Cada unidade experimental foi
composta por uma placa de Petri (15 x 90 mm), contendo 20 mL do meio de cultura e seis
aliquotas de 20 pL da suspensdo celular.

O material foi mantido em sala de incubagdo na auséncia de luz e a temperatura de 25
+ 2 °C. A cada 90 dias, foi mensurada a massa fresca de calos embriogénicos restabelecidos
durante 360 dias de incubacédo, e no final do periodo foi calculada a TCM (taxa média de

crescimento) conforme a seguinte formula:

TCM (%) = [ (XX)/t ] x 100

Onde, Y X é a somatoria da média da massa fresca de calos ao longo dotempoe t é o
tempo de cultivo.

3.6. Caracterizacdo anatdmica e histoquimica

Para as analises anatdmicas, foram coletadas amostras dos diferentes calos formados
nos tratamentos dos itens 2.3 e 2.5 dessa sessdo, que foram fixadas em solucdo de
formaldeido e glutaraldeido (Karnovsky, 1965) modificado (glutaraldeido 1 %;
paraformaldeido 4 % em tampdo fostato de sédio - NaH2PO4.H>O e tampdo cacodilato de
sodio 0,05M, pH 7,2) submetidas a vacuo (-400 mmHg) por 60 minutos, onde as amostras
permaneceram por 24 h na solucéo.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas por meio de série alcodlica-etilica em
concentragdes crescentes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 e 100%, v/v) submetidas a vacuo (-
400 mmHg) por 60 minutos cada. Em seguida, as amostras foram imersas em meio de
infiltracdo Historesina (Leica®), segundo as especificacdes do fabricante. As amostras foram

entdo emblocadas em Historesina (hidroxietil metacrilato) com endurecedor, conforme
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recomendacdo do fabricante, e permaneceram por no minimo 48 horas em estufa a
temperatura de 60 °C.

Os blocos contendo as amostras foram seccionados a 5-7 um de espessura com 0 uso
de micrétomo rotativo manual (Leica® RM212RT). Posteriormente, as sec¢des anatdmicas
obtidas foram aderidas as laminas microscépicas sob uma placa aquecedora a 40 °C.

As seccgdes foram coradas com azul de Toluidina (0,5 %, v/v) em tampé&o fosfato de
sodio e &cido citrico (Sakai, 1973) durante seis minutos, a fim de obter a caracterizacdo
estrutural e identificacdo de compostos fendlicos.

As secgdes também foram submetidas aos testes histoquimicos com Xylidine Ponceau
— XP utilizado para visualizagdo de proteinas (Vidal, 1970), com Periodic Acid Schiff — PAS
(O’Brien e Mccully, 1981) para identificar polissacarideos neutros e com Lugol (Johansen,
1940) para deteccdo de grdos de amido. As laminas foram montadas com laminulas e
preservadas em resina sintética (Entelan®), e posteriormente foram analisadas e
fotomicrografadas em microscopio de Luz (Leica® DM750), com programa Leica Application

Suite (LAS EZ), sendo as imagens capturadas em escala micrométrica.

3.7. Condigdes de cultivo

Para todas as etapas de cultivo in vitro descritas anteriormente (Figura 1), o meio de
cultura de MS teve o pH ajustado para 5,8 + 0,1 com HCI (0,1M) e/ou NaOH (0,1M) e
autoclavado a temperatura de 121 °C (= 1,0 kgf cm™) durante 20 minutos. Os materias foram
cultivados em condicGes de sala de crescimento com a temperatura mantida em 25 °C £ 2 °C

na auséncia de luminosidade.
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Figura 1. Esquema ilustrativo das etapas de inducdo da embriogénese somaética, do
estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo e do reestabelecimento de calos com
competéncia embriogénica.

3.8. Analise dos dados

Os dados mensurados de todos os experimentos foram submetidos ao teste de Hartley
(P < 0,05) e Shapiro-Wilk (P < 0,05), a fim de verificar a homogeneidade de variancia entre
os tratamentos e a distribuicdo normal dos dados, respectivamente. Em seguida, foram
realizadas andlises de variancia (ANOVA) e, de acordo com a significancia, os dados foram
comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os pacotes do programa R (R Development Core Team, 2012) foram utilizados para a
analise estatistica dos dados. As andlises histoldgicas, hisoquimicas e citoquimicas foram

caracterizadas por andlise descritiva.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducdo da embriogénese somatica

Durante o periodo de inducdo da embriogénese soméatica em G. aff. chaparensis foi
observada a formacdo de calos em todo o explante. Ao fim de 120 dias, os calos foram
caracterizados segundo seu aspecto morfoldgico e anatdmico (Figura 2).

Figura 2. Aspectos morfoldgicos e anatdbmicos dos tipos de calos obtidos de segmentos nodais
de Guadua aff. chaparensis aos 120 dias de cultivo em meio de indugdo para embriogénese
somatica. (A) Calo priméario obtido em 11,1 uM de 2,4-D (T1) e (B) seu aspecto anatémico,
apresentando predominantemente células vacuoladas. (C) Calo primario obtido em 22,2 uM
de 2,4-D (T2) e (D) seu aspecto anatdbmico, evidenciando as zonas meristematicas entre as
células vacuoladas (detalhe das células da zona meristematica). (E) Calo priméario obtido em
11,1 pM de picloram (T3) e (F) seu aspecto anatdmico apresentando formacdo de pro-
embrides somaticos entre as células vacuoladas. (G) Calo nodular obtido em 22,2 uM de
picloram (T4) e (H) seu aspecto anatémico, evidenciando zonas meristematicas nas estruturas
nodulares do calo (detalhe das células da zona meristematica). Legenda: (cp) calo primaério,
(cv) células vacuoladas, (en) estruturas nodulares, (pe) pro-embrides, (zm) zona
meristematica.
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Inicialmente, a formacdo de calos primarios foi observada nos explantes cultivados em
meio de MS suplementado com 11,1 pM de 2,4-D (T1) que, em termos morfoldgicos,
apresentaram coloracdo amarelada, de aspecto gelatinoso e superficie translucida (Figura 2
A). Anatomicamente, este tipo de calo apresentou o predominio de células vacuoladas (Figura
2 B).

Os calos priméarios formados na concentragdo de 22,2 UM de 2,4-D (T2) eram
morfologicamente de consisténcia compacta e crescimento lento (Figura 2 C). Esses calos
apresentaram anatomicamente células com caracteristicas tipicamente meristematicas (células
de menor diametro, de formato isodiamétrico, algumas com nucleos volumosos evidentes e
citoplasma denso). Neles foi possivel observar o surgimento de zonas meristematicas entre as
células vacuoladas do calo primario (Figuras 2 D).

O meio de MS suplementado com 11,1 pM de picloram (T3) também induziu a
formacdo de calos primarios, que morfologicamente, apresentavam coloracdo amarelo-
esbranquicada, com aspecto friavel e superficie brilnosa (Figura 2 E). Além do mais,
anatomicamente, esses calos apresentaram a formacéo de células consideradas potencialmente
embriogénicas, com as seguintes caracteristicas: formato isodiamétrico, alta relacdo
nacleo/citoplasma, nacleos volumosos, intensa coloragdo do citoplasma com o reagente azul
de toluidina e presenca de espacos intercelulares (Figura 2 F) (Rao et al., 1985; Yeh et al.,
1986a; Ho e Chang, 1998; Zhang et al., 2010; Qiao et al., 2013). Ainda de acordo com as
analises anatbmicas desses calos, foram observados pré-embrides somaticos entre as células
vacuoladas.

J& na concentracdo de 22,2 uM de picloram (T4), houve a formacdo de estruturas
nodulares, onde anatomicamente ficou evidente o surgimento de zonas meristematicas na
regido central e células vacuoladas nas adjacéncias do calo (Figuras 2 G-H).

Durante a inducéo da embriogénese somatica indireta de bambus (fase primaria com
formagdo de calos), calos com potencial embriogénico e ndo embriogénico foram
distinguiveis pelos aspectos relacionados especialmente a morfologia e coloracdo, que podem
inclusive variar entre as espécies. Geralmente, calos compactos e de coloragdo variando entre
bege a amarelo foram considerados embriogénicos pela maioria dos trabalhos em diferentes
especies de bambu (Rao et al., 1985; Woods et al., 1992; Sood et al., 2002; Gillis et al., 2007;
Zhang et al., 2010; Komatsu et al.; Mehta et al., 2011; Godbole et al.; Lin et al., 2012; Yuan
et al., 2013; Wei et al., 2015; Zang et al., 2016a; Zang et al., 2016b; Guo et al., 2017
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Somashekar et al., 2018). Alguns autores reportam ainda observacdes de centros
meristematicos formados por células isodiamétricas pequenas e com alta relacdo nucleo
citoplasma dos calos embriogénicos (Zhang et al 2010, Komatsu et al., 2011; Mehta et al.,
2011).

Usualmente, células com competéncia embriogénica em monocotileddneas apresentam
caracteristicas especificas de origem embrionédria ou meristematica (Fehér, 2006). Nesse
contexto, Zhang et al. (2010) e Lin et al. (2012) sugerem que as plantas regeneradas seguiram
tanto via organogénica quanto embriogénica nos calos nodulares, compactos e de coloragédo
variando entre bege e amarelo. Qiao et al. (2013) confirmam que essas mesmas caracteristicas
foram observadas em calos com potencial organogénico.

No presente trabalho, pré-embrides foram observados apenas em calos fridveis, como
apresentado na Figura 2 F, e os calos nodulares, compactos e branco-amarelados
apresentaram centros meristematicos evidentes na andlise histolégica. Além do mais,
considera-se geralmente que os embriGes somaticos sdo derivados de células Unicas ou de
células Unicas dentro de uma massa pro-embrionaria (origem unicelular), e centros
meristematicos também diferenciam embrides somaticos de origem multicelular (Litz e Gray,
1995; Gillis et al., 2007; Komatsu et al., 2011; Mehta et al., 2011).

A partir da analise histoquimica foram identificados amiloplastos (grdos de amido) nos
tratamentos onde se utilizou 22,2 uM de 2,4-D (T2), 11,1 uM de picloram (T3) e 22,2 uM de
picloram (T4) (Figuras 3 A-F). Nao foram observados corpos proteicos. Adicionalmente, ndo
foram observados resultados histoquimicos no tratamento 11,1 uM de 2,4-D (T1) para

nenhum dos reagentes testados.
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Figura 3. Anélise histoquimica dos tipos de calos obtidos a partir de segmentos nodais de
Guadua aff. chaparensis aos 120 dias de cultivo em meio de inducdo para embriogénese
somatica. Graos de amido (amiloplastos) identificados com corante Periodic Acid Schiff —
PAS e confirmados com corante Lugol em (A) 22,2 uM de 2,4-D (T2), em (C) 11,1 uM de
picloram (T3) e em (E) 22,2 uM de picloram (T4). E confirmados com corante Lugol em (B)
22,2 UM de 2,4-D (T2), em (D) 11,1 pM de picloram (T3) e em (F) 22,2 uM de picloram
(T4).

Como apresentado neste trabalho, polissacarideos foram observados tanto em células
com caracteriscicas meristematicas, quanto em células com potencial embriogénico (calo com

formacdo de pro-embrido) dos calos de G. aff. chaparensis. Isso supde que graos de amido
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ndo podem ser considerados necessariamente marcadores histoquimicos para embriogénese
somatica em espécies de bambu.

Os graos de amido observados possivelmente podem estar funcionando como uma
fonte de energia as células que se encontram em intensa divisao celular (Silva-Cardoso et al.,
2019). Isso deve-se ao fato de tecidos embriogénicos demandarem altos niveis de energia
metabdlica que sdo supridas por meio da hidrdlise desse amido acumulado, sendo, portanto,
de fundamental importancia durante o desenvolvimento morfogénico da planta (Merkle et al.,
1995; Godbole et al., 2002).

Tal fato foi confirmado por Sood et al. (2004) que observaram deposi¢do de amido nas
células dos calos de Dendrocalamus hamiltonni, onde a degradacdo dessa reserva foi iniciada
no momento que houve a diferenciacdo dos embrides somaticos até a completa formacédo dos
mesmos, e posteriormente sua germinagao.

Gréos de amido ja foram observados em calos de bambu com potencial embriogénico
para outras espécies, como descrito para Dendrocalamus strictus (Rao et al., 1985), para
Bambusa beecheyana (Yeh e Chang 1986b), para D. hamiltonii (Godbole et al., 2004; Sood et
al., 2004) e para Dendrocalamus latiflorus (Qiao et al., 2013).

Neste sentido, 0 amido pode estar favorecendo o processo de divisao celular nos calos
de G. aff. chaparensis, que podem vir a contribuir para os outros estagios da morfogénese in

vitro, como por exemplo, a formacdo de embrides somaticos.

3.2.  Estabelecimento e multiplicacéo de cultivos celulares em suspensao

A partir de calos friaveis obtidos da fase de indugdo da embriogénese somaética de G.
aff. chaparensis, realizou-se a estabelecimento de cultivos celulares em suspensdo. De

maneira geral, obteve-se culturas de consisténcia densa, com coloracdo branco-amarelada, de

aspecto homogénio e leitoso (Figuras 4 A-B).
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Figura 4. Cultivos celulares em suspensdo de Guadua aff. chaparensis em (A) bandeja
rotativa, (B) detalhe da cultura de consisténcia densa, com coloracdo branca amarelada, de
aspecto homogénio e leitoso.

Durante os primeiros 30 dias de cultivo, foi possivel analisar o efeito das
concentragOes das auxinas sobre o estabelecimento dos cultivos celulares em suspenséo ao
longo do tempo (Figura 5). Primeiramente, observou-se que aos 10 dias de cultivo, os
tratamentos T2- 4,44 uM de picloram (30 %), T3- 4,44 uM de 2,4-D (20 %) e T4-
combinacdo de picloram e 2,4-D em 4,44 uM cada (20 %), ndo diferiram estatisticamente,
exceto com relacdo ao controle (T1 =0 %).

Ja aos 20 dias de cultivo, notou-se um aumento do estabelecimento, apesar de ainda
ndo ocorrer diferencas estatisticas entre os tratamentos T2 = 50 %, T3 = 30 % e T4 = 40 %,
exceto controle (T1 = 0 %). No entanto, aos 30 dias de cultivo, foi perceptivel que o T2- 4,44
uM de picloram foi substancialmente superior, proporcionando 70 % de estabelecimento,

quando comparado aos demais tratamentos que atingiram T1 =0 %, T4 =40 % e T3 =50 %.
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Figura 5. Porcentagem média do estabelecimento de cultivos celulares em suspensédo de
Guadua aff. chaparensis ao longo do tempo de cultivo.

Com o estabelecimento das suspensées celulares, procurou-se avaliar meios de cultura
de multiplicacdo, a partir da verificacdo do crescimento (mL) por volume celular sedimentado
(SCV) em funcdo dos subcultivos. A ANOVA revelou interecdo positiva entre os fatores
tratamento (T1 = 4,44 uM de picloram, T2 = 4,44 uM de 2,4-D e T3 = combinacgdo de
picloram e 2,4-D em 4,44 uM cada) e tempo (subcultivos de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias)
(Figura 6).
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Figura 6. Crescimento dos cultivos celulares em suspensdo de Guadua aff. chaparensis por
SCV (volume celular sedimentado) ao longo do tempo (subcultivos). Valores do grafico
representados pelas médias com erro padréo.

Os subcultivos realizados entre 30, 60 e 90 dias, independentemente do meio de
multiplicacdo utilizado, proporcionaram o mesmo padrdo de crescimento para as suspensoes
celulares de G. aff. chaparensis. Ja aos 120 dias de cultivo, verificaram-se valores
estatisticamente diferentes entre os tratamentos, onde T1- 4,44 uM de picloram e T2- 4,44
MM de 2,4-D apresentaram maior crescimento de SCV (34,2 mL e 30,1 mL, respectivamente),
seguido de T3- combinacédo de picloram e 2,4-D em 4,44 uM cada (16,5 mL). Aos 150 dias,
T1 proporcionou 0 maior crescimento médio dos cultivos celulares atingindo 44,6 mL de
SVC, seguido de T2 com 35,7 mL e T3 com 19,7 mL. Novamente, aos 180 dias, 0 mesmo
padréo de crescimento continuo foi observado nos cultivos celulares em T1, que atingiu 51,6
mL de SCV, indicando o efeito superior desse tratamento em relacdo aos demais (T2 = 38,6
mLeT3=21,7mL).

Poucos estudos foram realizados em cultivos celulares em suspensdo para espécies de
bambus (Huang et al., 1989; Ramanayake e Wanniarachchi, 2003; Ogita 2005; Ogita et al.,
2012; Akker et al., 2015). Estudo relacionados a essa metodologia podem fornecer uma
ferramenta ndo apenas para entender os eventos bioldgicos, fisiolégicos e moleculares das

plantas de bambu, mas também para desenvolver novas utilidades das células de bambu para
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aplicacdes industriais e biotecnoldgicas, como por exemplo, a transformacdo genética de
plantas e obtencao de metabdlitos secundarios (Ogita et al., 2012; Mudoi et al., 2013).

Para avaliacdo da presenca de células embriogénicas dos cultivos celulares em
suspensdo, foi realizada anélise citoquimica com dupla coloracdo com Carmim acético e azul
de Evans, a partir da qual foi possivel confirmar que os tratamentos apresentaram aglomerado
de células vermelhas (Figura 7).

A= b
Figura 7. Analise citoquimica com Carmim acético e zul de Evans para verificacdo da
viabilidade embriogénica dos cultivos de celulares em suspensdo em Guadua aff.
chaparensis.

Cultivos celulares em suspensdo podem apresentar ou ndo, caracteristicas
embriogénicas, e o0s testes colorimétricos podem ser utilizados para determinacdo da
viabilidade celular, dos quais 0s corantes Carmim acético e azul de Evans refletem na
integridade das estruturas celulares como o ndcleo e membrana plasmatica (Baez et al., 2002;
Pline et al.,, 2002). Neste sentido, células potencialmente embriogénicas geralmente
caracterizam-se por apresentarem-se isodiamétricas, pequenas e com citoplasma denso,
formando agregados que sdo reativos ao Carmim acético corando-se em vermelho (Steiner et
al., 2005).

Até o presente momento, cultivos celulares com viabilidade embriogénica foram
relatados para Dendrocalamus giganteus, onde foi constatado uma expressao transitoria da
organizacdo celular para desenvolver estruturas que se assemelhavam a pro-embrides
(Ramanayake e Wanniarachchi, 2003). Estes mesmos autores mantiveram as culturas por um
periodo de dois anos.

Adicionalmente, para Bambusa rotunda, foi desenvolvido um protocolo otimizado

para estabelecimento de uma cultura embriogénica a partir de cultivos celulares em
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suspensdo, que deram origem a embrifes somaticos e, seguidamente, a regeneragdo das
plantas (Wong et al., 2013).

O estabelecimento, a multiplicacéo e a caracterizacéo da viabilidade embriogénica dos
cultivos celulares de G. aff. chaparensis apresentadas no presente estudo, podem viabilizar
estudos relacionados a fisiologia, preservacdo de germoplasma, propagacdo em massa e

andlises moleculares para transformacédo genética, inclusive para outras espécies de bambu.

3.3.  Restabelecimento de calos com competéncia embriogénica

ApoGs sucessivos subcultivos das suspensdes celulares foi realizada a tentativa de
restabelecer calos embriogénicos a partir das mesmas. Para tanto, aliquotas de 20 pL foram
selecionadas aleatoriamente dos frascos e colocadas sobre meio semi-sélido, onde foram
avaliadas as auxinas é&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ou &cido 4-amino-3,5,5-
tricloropicolinico (picloram), nas concentracdes de 0; 6,77; 13,54; 20,31 e 27,08 uM cada. Os

resultados desse experimento sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Crescimento da massa fresca (mg) de calos com competéncia embriogénica restabelecidos
a partir de cultivos celulares em Guadua aff. chaparensis.

TEMPO DE CULTIVO

AUXINA Concentragdo 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
uM
2,4-D 0 0,0+£0,0 aA 0,0+0,0 A 0,0+0,0 A 0,0+0,0aA
6,77 7,8+56aB 0,0+0,0aB 0,0+0,0aB 0,0+0,0 aA
13,54 46+45aB 0,0+0,0aB 0,0+0,0aB 0,0+0,0 aA
20,31 48+48aA 3,1+317aA 0,0+0,0 A 0,0+0,0 aA
27,08 0,0+0,0aA 0,0 £ 0,0 bA 0,0+0,0aA 0,0+0,0aA
Picloram 0 0,0 £0,0 bA 0,0 £0,0 bA 0,0 £0,0 bA 0,0+0,0 aA
6,77 75,3 £ 26,5 bA 27,6 £ 14,6 abA 13,9 £ 7,9 abA 0,0+0,0aA
13,54 181,2 + 45,6 aA 59,4 + 20,4 aA 26,6 £ 10,0 aA 41+41aA
20,31 60,6 + 34,1 bA 27,6 £ 3,9 bA 3,7+3,7bA 0,0+0,0aA
27,08 26,5+ 16,2 bA 7,3+7,2bA 0,0+ 0,0 bA 0,0+0,0aA

Médias com letras iguais minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de a =5 %
de significancia.

Analisando o efeito das concentracdes de auxinas na média do crescimento da massa
fresca (mg) de calos restabelecidos, observou-se que 2,4-D respondeu melhor aos 90 dias de
cultivo, ndo diferindo estatisticamente entre as concentragdes testadas, inclusive com o
tratamento controle (0 uM). Ao contrario, picloram apresentou resultados estatisticamente
maiores ja aos 90 dias de cultivo, onde a concentragdo 13,54 uM foi considerada como o

melhor tratamento por proporcionar 181,2 mg de massa fresca de calo.
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Ainda analisando os 90 dias de cultivo, outras concentragdes de picloram
apresentaram numeros interessantes, atingindo decrescentemente médias de 75,3 mg (6,77
uM) e 60,57 mg (20,31 uM).

Aos 180 dias de cultivo, foi perceptivel o declinio do crescimento médio da massa
fresca de calos para as duas auxinas testadas (2,4-D e picloram). Isso foi verificado em razéo
do 2,4-D néo apresentar resultados satisfatorios, e apenas em 20,31 uM foi notado irrisério
valor de 3,10 mg. Contudo, em 13,54 uM de picloram obteve-se crescimento medio de massa
fresca superior (59,43 mg), seguido de 6,77 uM e 20,31 uM (27,63 mg).

Né&o foi notado crescimento de massa fresca de calos restabelecidos aos 270 e 360 dias
de cultivo nas diferentes concentracdes da auxina 2,4-D. Apesar de discretos valores,
picloram continuou apresentando crescimento de massa fresca de calos, atingindo 26,63 mg
em 13,54 uM, 13,90 mg em 6,77 uM e 3,67 mg em 20,31 uM aos 270 dias. Aos 360 dias,
apenas 6,77 uM de picloram exibiu crescimento de massa fresca de calos, alcancando 4,10
mg.

Para um melhor entendimento sobre a dindmica de crescimento dos calos
restabelecidos, foi realizado o calculo da TCM (taxa média de crescimento) ao longo dos 360

dias de cultivo (Figura 8).
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Figura 8. Taxa média do crescimento (% TCM) de calos restabelecidos com competéncia
embriogénica a partir de cultivos celulares em suspensédo de Guadua aff. chaparensis ao
longo de 360 dias de incubacéo.

De maneira geral, verificou-se evidente superioridade da auxina picloram comparada a
2,4-D (< 2,2 %), independente da concentracdo. Em picloram, notou-se ainda que a melhor
concentracdo foi de 13,54 uM, alcancando 75,4 % de TCM de calos. Esse resultado indica
que esse tratamento fornece as melhores condicOes para potencializar o crescimento.

As concentracfes 6,77 uM e 20,31 uM apresentarm 32,5 % e 25,5 % respectivamente,
e em 27,8 uM apenas 9,4 % de TCM de calos foram restabelecidos, valores considerados
baixos quando comparados aos observados no tratamento com 13,54 uM de picloram.

A utilizacdo de 2,4-D na inducdo de calos embriogénicos em bambu é descrita por
diversos autores, sendo que em sua maioria, foi utilizado as concentracdes entre 4,51 uM e
13,54 uM (Rao et al., 1985; Hassam e Debergh, 1987; Yeh e Chang, 1986b; Tsay et al., 1990;
Woods et al., 1992; Rout e Das, 1994; Godbole et al., 2002; Sood et al., 2002; Gilliis et al.,
2007; Mehta et al., 2011; Bag et al.; Lin et al., 2012; Yuan et al., 2013; Zang et al., 2016a;
Zang et al. 2016b; Guo et al., 2017; Somashekar et al., 2018).

Contudo, a partir dos resultados obtidos no presente estudo, a utilizagdo da auxina
picloram, principalmente na concentracdo 13,54 upM, foi considerada factivel para o
restabelecimento de calos com competéncia embriogénica, a partir de cultivos celulares em

suspenséo (Ver figura 8).
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Em trabalhos envolvendo embriogénese somatica em bambus, até o momento, a
auxina picloram foi descrita apenas para a espécie Phyllostachys bambusoideae, onde a
concentracdo indicada pelos autores é de aproximadamente 36 uM (Komatsu et al., 2011), e
para a espécie Phyllostachys nigra, na qual os autores ressaltam que concentracdes acima de
30 uM representaram efeito toxico na cultura (Ogita, 2005). Essas informacdes sugerem
ainda que, concentracGes adequadas devem ser testadas, de modo a promover estimulos na
capacidade morfogénica do processo.

Em termos morfoldgicos, verificou-se que aos 7 dias de cultivo as aliquotas dos
cultivos celulares comecaram a formar aglomerados de calos microscopicos na superficie do
meio de cultura (Figura 9 A). Aos 30 dias de cultivo, essas aglomerac6es ja tomaram formas
perceptiveis de microcalos ainda sem aspecto definitivo. Aos 60 dias de cultivo, os calos
restabelecidos eram mais visiveis (> 2 mm) e apresentavam coloracdo branco-amarelada, de
aspecto friavel e de superficie brilhosa (Figura 9 B). Aos 90 dias de cultivo, houve evidente

crescimento dos calos que mantiveram a mesma morfologia até os 270 dias (Figuras 9 C-F).
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2mm

Figura 9. Aspectos morfologicos do crescimento dos calos restabelecidos a partir de cultivos
celulares em suspensdo de Guadua aff. chaparensis ao longo do tempo. (A) Notaveis calos
microscopicos. (B) Microcalos em abundéncia. (C-F) Calos friaveis, de coloragdo branco-
amarelada e superficie brilhosa.

A anélise anatbmica dos calos restabelecidos demonstrou conjunto de células com alta
competéncia embriogénica com formato isodiamétrico, alta relacdo nucleo/citoplasma,
nucleos volumosos, espacos intercelulares e intensa coloracao do citoplasma (Rao et al., 1985;
Yeh et al., 1986a; Ho e Chang, 1998; Zhang et al., 2010; Qiao et al., 2013). Além disso, pro-
embrdes somaticos foram observados (Figura 10 A).
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A partir da analise histoquimica, foi identificado profusdo de amiloplastos (gréos de
amido) (Figura 10 B), fato confirmado com o corante Lugol (Figura 10 C). Nado foram

observados corpos proteicos (Figura 10 D).

\ ¥ 5

Figura 10. Andlise anatdmica e histoquimica dos calos restabelecidos a partir de cultivos
celulares em suspensdo de Guadua aff. chaparensis. (A) Células apresentando alta
competéncia embriogénica coradas com azul de Toluidina, e asterisco (*) indicando formagéo
de pré-embrido, (B) grdos de amido identificados com corante Periodic Acid Schiff - PAS,
seta indicando no detalhe, (C) e confirmados com corante Lugol, seta indicando no detalhe,
(D) ndo foram identificados corpos proteicos com o corante Xylidine Ponceau - XP.

Graos de amido ja foram observados nos estagios iniciais do processo de
embriogénese somatica para as espécies de bambu D. strictus (Rao et al., 1985) e D.
hamiltonii (Godbole et al., 2002; Sood et al., 2002). Segundo Silva-Cardoso et al. (2019), a
sintese de amido pode estar relacionada a mobilizacdo/uso dos corpos lipidicos como fontes
de energia necessarias ao processo embriogénico.

Essa informacdo pode ser corroborada por Godbole et al. (2002) que, ao analisar
deposicao de amido e acimulo de amilase desde a fase da inducdo da embriogénese somatica
até a maturacdo dos embriGes somaticos em D. hamiltonii, observaram acimulo de grdos de

115



amido no novo broto do segmento nodal, na formac&o inicial de calo, até a proliferacdo de
calos em estagio globulares. Os autores confirmaram ainda, que a deposi¢do de amido foi
sendo degradada pela enzima a-amilase concomitantemente ao processo de alongamento
celular e desenvolvimento escutelar, ocorrendo o decréscimo adrupto com a germinagdo dos
embribes somaticos.

Portanto, os gréos de amido observados nos calos podem estar atuando como fonte de
energia para suprir a demanda de divisdes celulares e a sucessiva formacao de células com
potencial embriogénico e os pré-embrides. Estas observacdes ressaltam a ideia de que as
reservas polissacaridicas nessa fase sdo fundamentais para 0Ss posteriores processos

morfogénicos.
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4 CONCLUSAO

O explante segmento nodal responde satisfatoriamente a formacao de calos primarios
em Guadua aff. chaparensis, e esses calos apresentaram quatro caracteristicas distintas
morfologicamente: (1) gelatinoso translicido, (2) compacto (3) friavel e (4) compacto
nodular. Anatomicamente, os calos fridveis oriundos do tratamento 11,1 uM de picloram,
apresentaram a formacéo de pro-embriGes somaticos entre as células vacuoladas, conferindo
potencial embriogénico para esse tipo de calo.

A partir de calos friaveis é possivel estabelecer e multiplicar cultivos celulares em
suspensdo, dos quais o tratamento 4,4 uM de picloram, apresentaram as maiores taxas médias
para esses fins. Com a analise citoquimica foi possivel confirmar que todos as culturas
apresentaram células com viabilidade embriogénica.

E possivel o restabelecimento de calos com potencial embriogénico a partir dos
cultivos celulares em suspensdo, e para essa finalidade o tratamento 13, 54 uM de picloram
apresentou maiores taxas de crescimento médio. Tais calos apresentaram coloracdo branco-
amarelada, de aspecto friavel e de superficie brilhosa e, a partir da analise anatdbmica, foram

observados pré-embrdes somaticos.
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Capitulo 3

Propagacao in vitro de Guadua magna Londofio & Filg. em diferentes tipos de
biorreatores e avaliacdo da fidelidade clonal por marcadores moleculares ISSR.
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RESUMO

Popularmente conhecido como "Bambu Gigante Brasileiro”, Guadua magna (familia
Poaceae) é uma espécie de bambu simpodial do Centro-Oeste brasileiro, com caracteristicas
agricolas desejaveis, e de importancia ecossociologica e comercial. Para limitar o risco de
erosdo genética desta espécie, é necessaria uma producdo racional de mudas. Neste estudo
verificou-se o desenvolvimento de mudas produzidas em meio de cultura liguido MS
suplementado com 20 g.L ™ sacarose ¢ 6,21 pM meta-Topolina, que foram subcultivadas a
cada 30 dias em quatro sistemas de cultura in vitro: Meio Liquido Convencional (T1-MLC),
Meio sob Agitacdo (T2-MLA) contendo 100 mL de meio; Biorreator de Imersdao Permanente
(T3-BIPER) e Biorreator de Imersdao Temporéaria (T4-BIT) contendo 200 mL de meio. Ap6s
trés subculturas, as mudas foram submetidas a condi¢des de enraizamento ex vitro e
aclimatacdo em casa de vegetacdo. Apds 90 dias de cultivo in vitro, BIPER e BIT
apresentaram porcentagens médias satisfatorias de sobrevivéncia dos propagulos em cultivo
(85,7 %), maior numero de brotagdes (33,3 e 29,5), tamanho das brotacdes (2,6 cm e 3,1 cm)
e massa fresca (15,8 g e 11,8 g ), bem como conteudo de clorofila a (11,9 pg.cm? e 12,9
pg.cm?), b (3,5 pg.cm? e 5,0 ug.cm?) e carotendides (3,2 pg.cm? e 3,6 ug.cm?). Através da
analise de extravasamento de eletrdlitos, foi possivel verificar que em todos os tratamentos 0s
danos & membrana foram relativamente baixos nos sistemas de cultura (< 33,5), exceto T2-
MLA (60,4). Na analise dos componentes bioguimicos (AST/Amido), as mudas G. magna
cultivadas em T3-BIPER e T4-BIT consumiram em maior quantidade suas reservas de
carboidratos (AST), o que conferiu a esses sistemas ambientes promissores para o favoravel
desenvolvimento vegetativo em condicdes in vitro. A analise anatdmica revelou que as mudas
propagadas continham a estrutura celular basica necessaria para o desenvolvimento de novos
brotos e raizes, e também evidenciaram a presenca de regides meristematicas, células de
primérdios foliares e radiculares, e meristema apical de caule. Também foi possivel visualizar
a conexdo entre o sistema vascular do caule e as folhas, onde um ou mais feixes vasculares
sdo orientados para as folhas, caracterizando que caule e folhas sdo estruturas continuas.
Quanto a aclimatizacdo, as taxas Otimas de sobrevivéncia das plantas foram em T4-BIT
(95,8%), seguido de T3-BIPER (88,2%), T1-MLC (66,7%), T2-MLA (0%), com ocorréncia
de enraizamento adventicio espontaneo. Para analise da fidelidade genética, 17 primers
permitiram amplificacdo de 99 locos, que apresentaram o total de 11 alelos polimoérficos. Da
amplificacdo, a porcentagem total de bandas polimérficas foi 5,2 %, e em 8 primers ocorreu
polimorfismo relativamente baixo (< 1,62 %). Os individuos analisados apresentaram entre si
100 % de similaridade em todos tratamentos, e 0s somaclones diferiram em média menos de
0,2 %. Conclui-se que o uso de biorreatores promove ganhos no processo de multiplicagéo,
crescimento e desenvolvimento in vitro de G. magna. Considerando o efeito dos tratamentos,
0s marcadores ISSR sdo eficientes para determinar o grau de similaridade clonal dos
individuos. As informacbes geradas neste trabalho podem ser Uteis para contribuir no
aperfeicoamento da multiplicacdo clonal em sistemas de cultivo in vitro para outras espécies
de bambu.

Palavras-chave: Poaceae, bambu, biorreatores, clonagem in vitro, ISSR, aclimatizacéo.

126



ABSTRACT

Popularly known as "Brazilian Giant Bamboo”, Guadua magna (family Poaceae) is a specie
of sympodial bamboo from the Brazilian Midwest Region, with desirable agricultural
characteristics, and of ecosystem and commercial importance. To limit the risk of genetic
erosion of this species, a rational seedling production would be necessary. In this study, the
development of seedlings produced in liquid MS medium supplemented with 20 gL sucrose
and 6.21 uM meta-Topolin was verified, which were subcultured every 30 days in four in
vitro culture systems: Conventional Liquid Medium (T1-CLM), Medium with Agitation (T2-
LMA) containing 100 mL of medium; Permanent Immersion Bioreactor (T3-PERIB),
Temporary Immersion Bioreactor (T4-TIB) containing 200 mL of medium. After three
subcultures, the seedlings were subjected to ex vitro rooting conditions and acclimatization in
a greenhouse. After 90 days of in vitro cultivation, PERIB and TIB showed satisfactory
average percentages of survival (85.7 %), number of shoots (33.3 and 29.5), size of shoots
(2.6 cm and 3.1 cm) and fresh mass (15.8 g and 11.8 g), as well as the chlorophyll content
ideal a (11.9 pg.cm? and 12.9 pug.cm?), b (3.5 pg.cm? and 5.0 pg.cm?) and carotenoids (3.2
ug.cm? and 3.6 pg.cm?). Through the analysis of electrolyte leakage, it was possible to verify
that in all treatments the damage to the membrane was relatively low in the culture systems (<
33.5), except T2-LMS (60.4). In the biochemical components analysis (AST / Starch), the G.
magna seedlings grown in T3-PERIB and T4-TIB, consumed a great quantity of their
carbohydrate reserves (AST), which gives to these systems promising environments for the
favorable vegetative development under in vitro conditions. The anatomical analysis revealed
that the seedlings propagated contained the basic cellular structure necessary for the
development of new shoots and roots, and also evidenced the presence of meristematic
regions, leaf and root primordium cells, and apical meristem of stem. It was also possible to
visualize the connection between the vascular system of the stem and the leaves, in which one
or more vascular bundles are oriented towards the leaves and, therefore, the stem and leaves
are continuous structures. As for acclimatization, the optimum survival rates of acclimatized
plants were in T4-TIB (95.8 %), followed by T3-PERIB (88.2 %), T1-CLM (66.7 %) and T2-
MLA (0 %), with spontaneous adventitious rooting. For the analysis of genetic fidelity, 17
primers allowed amplification of 99 loci, which presented a total of 11 polymorphic alleles. In
the amplification, the total percentage of polymorphic bands was 5.2 %, and there was
relatively low polymorphism (<1.62 %) in 8 primers. The individuals analyzed showed 100 %
similarity in all treatments, and the somaclones differed on average less than 0.2 %. It is
concluded that the use of bioreactors promotes gains in the process of multiplication, growth
and in vitro development of G. magna. considering the effect of the evaluated treatments, the
ISSR markers are efficient to determine the degree of clonal similarity of the individuals. The
information generated in this work can be useful to contribute to the improvement of clonal
multiplication in vitro culture systems for other bamboo species.

Key-words: Poaceae, bamboo, bioreactors, in vitro cloning, ISSR, acclimatization.
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1. INTRODUCAO

A demanda por produtos florestais advindos da silvicultura clonal tem aumentado
substancialmente nos ultimos anos, fazendo-se necessario o fortalecimento de uma cadeia
produtiva sustentavel e, portanto, investimentos em novas tecnologias (Gielis et al., 2001;
Mudoi et al., 2013; Singh et al., 2013; Sandhu et al., 2017).

Um dos requisitos para o sucesso de novos produtos € a escolha adequada das
especies, que devem apresentar capacidade competitiva, resisténcia, adaptacdo e producéo
adequada. Neste sentido, as espécies de bambu possuem caracteristicas desejaveis para o
mercado, que incluem ampla adaptabilidade a climas e solos, rapido crescimento, forma
retilinea do colmo, manejo facilitado, além da resisténcia a estresses bidticos (Mudoi et al.,
2013; Singh et al., 2013; Guerra et al., 2017).

As florestas nativas brasileiras possuem vasta diversidade de bambus, entre as quais a
Guadua magna, conhecida como “Gigante Bambu Brasileiro”, endémica do Bioma Cerrado.
A espécie tem sido utilizada por comunidades tradicionais na fabricacdo de artesanato e na
construcdo de casas rusticas, celeiros e cercas, conferindo grande importancia ecoldgica e
econdmica regional (Filgueiras e Londofio, 2006; Arruda et al., 2011; Filgueiras e Londofio,
2011; Shirasuna, 2013; Filgueiras e Viana, 2017). Além disso, G. magna possui potenciais
para diversos usos, tais como, producédo energética (Filgueiras e Londofio, 2011), construcéo
civil, moveis, laminado, entre outros (Filgueiras e Londofio, 2006; Teixeira et al., 2015).

Consorciado a escolha da espécie adequada, € de suma importancia o desenvolvimento
de técnicas de propagacdo que viabilizem a producdo de mudas que possam atender demandas
em larga escala e, assim, contribuir para reduzir os problemas decorrentes da degradacéo dos
ecossistemas naturais. A cultura de tecidos € uma importante ferramenta para multiplicacédo de
especies de bambu.

A propagacdo vegetativa in vitro utilizada para bambu atualmente é o método que
consiste na inducdo de brotacdes geralmente a partir de gemas axilares em segmentos nodais
com 1-5 cm, ou por separacdo de agregados de brotacdes (Jiménez et al., 2006; Singh et al.,
2011; Beena e Rathore, 2012; Singh et al., 2012a; Singh et al., 2013; Bakshi et al., 2015;
Bhadrawale et al., 2017; Furlan et al., 2018; Nogueira et al., 2019; Pasqualini et al., 2019;
Vale et al., 2019). No entanto, ha a necessidade de ajustes nos protocolos de multiplicagdo

que possam reduzir 0s custos operacionais e 0s altos indices de contaminacdo microbiana,
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oxidagdo fenolica, hiperidricidade, enraizamento insatisfatorio, e consequentemente, 0s
baixos indices de sobrevivéncia.

Os sistemas de biorreatores podem possibilitar a semi-automatizacdo dos processos
convencionais do cultivo in vitro, aumentando o nimero de plantas produzidas, em menor
espaco de tempo e reduzindo o uso de méo de obra especializada, o que reflete positivamente
nos custos dos processos de producdo (Cid et al., 2002; Paek et al., 2005; Scheidt et al., 2009;
Teixeira e Cid, 2014).

Vaérios trabalhos ja foram descritos utilizando essa tecnologia para uma ampla
diversidade de espécies vegetais (Etienne e Berthouly, 2002; Mcalister et al., 2005; Oliveira et
al., 2011a, 2011b; Quiala et al., 2012; Mendonga et al., 2016). No entanto, para o bambu, até
0 momento, o uso de biorreatores tem sido pouco investigado, com excecdo dos trabalhos de
Gutiérrez et al. (2016) para G. angustifolia e de Ribeiro et al. (2016) para Bambusa vulgaris.
Este fato evidencia a necessidade de novos experimentos para agregar conhecimento
cientifico e tecnolégico ao processo de desenvolvimento de mudas.

Aliado a isso, é importante averiguar as respostas fisiologicas e genotipicas das
espécies propagadas in vitro, a partir do uso de analises anatdmicas, histoquimicas,
bioquimicas e de fidelidade genética, que refletem diretamente o crescimento e
desenvolvimento adequados das plantas. O emprego de analises anatémicas e histoquimicas
permitem a visualizacdo detalhada das alteracbes celulares e a confirmacdo do
desenvolvimento regular de tecidos relacionada ao processo da inducdo de novas brotacdes
durante o cultivo in vitro.

Além disso, o acompanhamento da fidelidade genética dos materiais multiplicados €
de fundamental importancia para a certificacdo das mudas produzidas. Nesse sentido, 0 uso de
técnicas moleculares é recomendado, pois possibilitam detectar polimorfismos em nivel de
DNA. Entre essas técnicas, a ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) (Zietkiewicz et al. 1994;
Pradeep Reddy et al., 2002) é considerada uma metodologia apropriada, por ser simples,
rapida, altamente discriminativa e confiavel para a deteccdo de fidelidade clonal de plantas
micropropagadas, incluindo as de bambus (Negi e Saxena 2010; Singh et al., 2012b; Singh et
al., 2013; Brar et al., 2014; Goyal et al., 2015; Nogueira et al., 2019).

Neste contexto, o0 objetivo desse trabalho consistiu em contribuir para o
aperfeicoamento da técnica de multiplicacdo clonal em larga escala de G. magna (Londofio &
Filg.) em diferentes sistemas de cultivo, inclusive biorreatores. Também foram estudados os

aspectos anatdémicos, histoquimicos e bioquimicos para melhorar o entendimento do
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desenvolvimento a nivel celular e fisioldgico e consequentemente, otimizar as etapas durante
o cultivo in vitro. Adicionalmente, foram realizadas analises moleculares mediante uso de

marcadore ISSR para averiguar a qualidade/estabilidade genética dos clones obtidos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo do experimento

Os experimentos foram instalados e conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais Il (LCT-11) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia —
DF, Brasil.

2.2 Material vegetal

As plantas de Guadua magna utilizadas para instalacdo dos experimentos foram
obtidas de plantas matrizes em regides naturais (Santa Terezinha — GO), logo apés a dispersao
de sementes. Plantulas em desenvolvimento foram coletadas, transplantadas para vasos e
mantidas em casa de vegetacdo. Uma vez em casa de vegetacdo, elas foram estabelecidas in
vitro a partir de segmentos nodais seguindo metodologia descrita por Nogueira (2018).

Inicialmente, as plantas foram multiplicadas in vitro em frascos de vidro transparente
de 650 mL, contendo 70 mL de meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), com 20 g.L? de
sacarose, 3,0 mg.L de 6-benzilaminopurina (BAP) e sem adicdo de agente gelificante. A
multiplicacdo do material foi realizada até que se obtivesse material suficiente para instalacéo
dos experimentos. As plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25
°C + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas com luminosidade de 100 pmol m2 s, Depois de
multiplicadas, as plantas foram transferidas para novo meio de cultura, sem adicdo de
fitorregulares (meio padrédo), havendo trés renovacfes do meio a cada 30 dias.

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas como materiais vegetais propagulos
de G. magna cultivadas em meio padréo, que continham duas hastes com 4-5 gemas axilares

dormentes por haste (explante) (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto do tipo de propagulo de Guadua magna contendo duas hastes (colmos)
utilizado na multiplicacdo in vitro. Barra =1 cm.

2.3 Aplicacao dos tratamentos nos sistemas de cultivo in vitro

Foram testados quatro sistemas de cultivo in vitro montados em dois diferentes tipos
de recipientes, de modo que cada explante recebesse proporcionalmente 50 mL de meio de
cultura por haste (Figura 2):

Em recipientes de frascos de vidro temperado transparente de 650 mL de capacidade,
tipo maionese, foram montados o tratamento T1-MLC- Sistema de Cultivo Convencional de
Micropropagacédo contendo 100 mL de meio de cultura padrdo liquido, e 0 T2-MLA- Sistema
de Cultivo sob Agitacdo que constituiu na disposicdo desses frascos em bandeja de rotacdo
orbital a 100 rpm. Em ambos os tratamentos foi disposto um explante por repeticao (Figuras 2
A-B).

Os sistemas em biorreatores foram montados em recipientes de frascos de
polipropileno transparentes do tipo frascos gémeos com capacidade de cinco litros cada,
conectados entre si por mangueiras de silicone, onde um dos frascos continha dois explantes e
0 outro 200 mL de meio de cultura padrdo liquido. A cada trés horas ocorriam ciclos de

renovacao do ar fornecido por compressor, o qual era esterilizado por uma membrana de 0,22
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Km, que entrava no frasco que continha o meio de cultura fazendo com que o liquido chegasse
ao frasco que continha os explantes.

Desta forma, no tratamento T3-BIPER- Sistema de Cultivo em Biorreator de Imerséo
Permanente a mangueira ligada ao compressor foi desconectada para que ocorressem apenas
os ciclos de renovacgéo do ar, de modo que os explantes ficaram imersos permanentemente ao
meio de cultura durante o cultivo (Figura 2 C). J& em T4-BIT- Sistema de Cultivo em
Biorreator de Imersdo Temporaria ocorria a reversdo do processo a cada trés horas e 0 meio

nutritivo retornava para o frasco de origem, apds trés minutos de imersao (Figura 2 D).

._*.‘ U

C| D

Figura 2. Esquema ilustrativo simplificado dos Sistemas de Cultivo in vitro para propagulos
de bambu. A - (T1-MLC) Sistema de Cultivo Convencional de Micropropagacao, B - T2-
MLA- Sistema de Cultivo sob Agitacédo, C - T3-BIPER- Sistema de Cultivo em Biorreator de
Imersdo Permanente e D - T4-BIT- Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersao Temporaria.
(Adaptado de Ribeiro e Bastos, 2008).

2.4 Condic0es do cultivo in vitro
Em cada sistema de cultivo, 0 meio nutritivo foi composto pelos sais e vitaminas de

MS, suplementado com 20 g.L! de sacarose e 1 mg.L! de meta-Topolina [6-(3-

hidroxibenzilamino)purina] (mT), sem agente gelificante. O pH dos meios foi ajustado para
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5,8 £ 0,1 com HCI (0,1 M) e/ou NaOH (0,1 M) e a esterilizagéo realizada em autoclave sob
temperatura de 121 °C (= 1,0 kgf cm™) a 1,5 atm, durante 20 minutos.

Os explantes foram cultivados em condicdes de sala de incubacdo com fotoperiodo de
16 horas, luminosidade de 100 umol m2 s e temperatura de 25 °C £ 2 °C.

Os propéagulos foram cultivados por 90 dias, havendo subcultivos a cada 30 dias. Em
cada um dos subcultivos foram avaliadas as taxas de sobrevivéncia, o nimero de brotos, além

da altura e a massa fresca dos propagulos em cada sistema de cultivo.

2.5 Delineamento do experimento e analise estatistica

Quatro Sistemas de Cultivo foram testados, denominados: T1-MLC: Sistema
Convencional de Micropropagacdo, T2-MLA: Sistema sob Agitacdo, T3-BIPER: Sistema de
Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente e T4-BIT: Sistema de Cultivo em Biorreator de
Imersdo Temporaria. No total foram realizados trés subcultivos, aos 30, 60 e 90 dias.

Os quatro tratamentos foram formados por sete repeticdes cada, adotando-se um
delineamento estatistico inteiramente casualizado. Os pacotes do programa R (R Development

Core Team, 2012) foram utilizados para auxiliar as analises estatisticas dos dados.

2.5.1 Avaliacdo da sobrevivéncia de propagulos

Para a sobrevivéncia dos propagulos nos sistemas de cultivo foi utilizado o
procedimento ndo paramétrico de construcdo de curvas de Kaplan-Meier (KM) para avaliar o
tempo de sobrevivéncia das plantas em funcao do tratamento.

Para identificar o padrdo de sobrevivéncia em funcdo da similaridade das curvas de
KM nos tratamentos testados, foi executado o teste Log-Rank. Neste teste, foi possivel
verificar a similaridade das curvas KM entre si, ou seja, se 0 padrdo de sobrevivéncia € o
mesmo para 0s quatro tratamentos (Ho), ou se a0 menos um par de curvas KM néo é similar

entre si (Hy).

2.5.2 Avaliacédo da multiplicacéo dos brotos

Nos quatro tratamentos referentes aos diferentes sistemas de cultivo foi realizada a

analise do namero de brotos e dias de contagem aos 30, 60 e 90 dias. Nesta variavel foi
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construida uma modelagem da estrutura de covaridncia em relacdo ao nimero de brotacdes
pelo tempo de cultivo, enquanto que para verificar eventual correlacdo linear foram
construidos gréaficos de dispersao.

Em seguida, foi realizada analise GEE (Generalized Estimating Equations) no que se
refere a contagem do nimero de brotos em uma distribuicdo de probabilidade. Por fim, para
comparar os modelos testados, foi realizada a anélise de QIC (Quase likelihood Information
Criterion), que leva em consideracdo a interacdo entre as varidveis explicativas
(Tratamentos/Subcultivos) para contagem média da inducdo do nimero de brotos.

Posteriormente a definicdo do modelo, foram realizadas as comparaces multiplas de
Tukey ao nivel a = 5%, da contagem média da inducdo do nimero de brotos considerando-se
as combinacdes dos tratamentos (T1-MLC, T2-MLA, T3-BIPER e T4-BIT) com os
subcultivos (30, 60 e 90 dias).

2.5.3 Anélise da altura e da massa fresca das plantas

Aos 90 dias de cultivo foram mensuradas a altura (cm) e a massa fresca das plantas (g)
em funcgéo dos sistemas de cultivo (T1-MLC, T2-MLA, T3-BIPER ou T4-BIT). Inicialmente
foi realizada andlise descritiva, seguida do procedimento de andlise de variancia (ANOVA).

Para melhor interpretagdo dos modelos da ANOVA aplicados, foi verificada a
homocedasticidade e a normalidade dos residuos do modelo pelos testes de Levene e Shapiro-
Wilk, respectivamente. Desta forma, considerando o modelo adequado, foram realizados os
contrastes maltiplos do teste de Tukey entre os tratamentos ao nivel de significancia de a =
5%.

2.5.4 Aclimatizacdo das mudas

Ap0s os 90 dias de cultivo, os propagulos de G. magna obtidos nos diferentes sistemas
de cultivo (T1-MLC, T2-MLA, T3-BIPER e T4-BIT) foram transferidos para a etapa de
aclimatizacdo. Os propagulos ndo apresentavam raizes (Figura 3 A) e, portanto, foram
inicialmente transplantados para copos plasticos com capacidade de 300 mL contendo
substrato Bioplant® e areia lavada (1:1, v/v), cobertos com sacos transparentes de polietileno
(15,5 x 21 cm) para manter a umidade relativa do ar elevada, formando uma mini-estufa
(Figura 3 B).
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Figura 3. A - Propagulos de Guadua magna obtidos nos sistemas de cultivo in vitro. B - Etapa
de aclimatizagdo em sistema de mini-estufa para plantas propagadas in vitro.

As mudas foram acondicionadas em cadmara de crescimento do tipo BOD (Percival) a
temperatura de 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas com luminosidade de 25 pmol m2 s,
Apbs dez dias, realizou-se a retirada dos sacos plasticos e as mudas foram mantidas por mais
dez dias nesse sistema. Em seguida, as mudas foram transferidas para casa de vegetacdo onde
foram irrigadas diariamente segundo a capacidade de campo dos recipientes. As condic¢des de
luminosidade ndo foram controladas em casa de vegetagéo.

A sobrevivéncia das mudas foi avaliada apds 60 dias de aclimatizacdo em casa de
vegetacdo. Os valores mensurados foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) e teste
Tukey ao nivel de significancia de a = 5%. Os pacotes do programa R (R Development Core
Team, 2012) foram utilizados para auxiliar as analises estatisticas dos dados.

2.6 Determinacdo do extravasamento de eletrolitos (%0EE)

Aos 90 dias de experimentacdo, foi realizado a analise da percentagem de
extravasamento de eletrélitos (%) (modificado de Resende et al., 2002). Para tanto, dez
amostras de 0,5 cm? de diametro, em formato de disco, de tecido foliar maduro a partir da
parte externa do terco mediano dos propagulos de cada repeticdo por tratamento, foram
coletadas e avaliadas (Figura 4 A).
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Figura 4. A- Tecido foliar de Guadua magna, tarja indicando porc¢do do terco mediano da
folha. B - Condutivimetro. Barra =1 cm.

As amostras obtidas foram incubadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 30
mL de &gua deionizada e condicionadas ao escuro overnight. Passado esse periodo, foi
realizada a leitura do valor (uS) da condutividade elétrica inicial (Cnl) com o auxilio de um
condutivimetro (HANNA EDGE) (Figura 3 B). Logo em seguida, as amostras foram
incubadas em banho maria a 90 °C por 30 minutos. Apds o resfriamento dos tubos de ensaio,
foi novamente determinado o valor (uS) da condutividade elétrica final (CnF).

O valor da concentracéo de extravasamento de eletrdlitos foi obtido pela porcentagem

de eletrolitos extravasados em relagdo aos eletrolitos totais conforme a seguinte formula:

EE (%) = Cnl / (Cnl + CnF) x 100

Os valores mensurados foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) e teste F

ao nivel de significancia de a = 5%.

2.7 Quantificacao de clorofilas a e b e carotendides

Para receber as amostras para quantificacdo de clorofilas a e b, além dos caratendides,
foram preparados microtubos de 2 mL, revestidos com papel aluminio para impedir a

influéncia de luz, os quais foram preenchidos com 1,5 mL de N,N-dimetilformamida-
HCON(CHzs)2 (DMF).
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Para dosagem de clorofilas a e b e os carotendides, foram retirados dez discos com 0,5
cm? de didmetro, de tecido foliar maduro fresco a partir da parte externa do terco mediano dos
propagulos, de cada repeticdo por tratamento, com area foliar conhecida de 1,96 cmz2. A area
foliar foi calculada conforme a equagio (Area = x 12).

As amostras foram acondicionadas nos microtubos respectivamente identificados e
mantidos refrigerados a 4 °C, sem inteferéncia da luminosidade por 48 horas para completa
extracdo da clorofila.

Ao término desse periodo, os sobrenadantes foram coletados e condicionados em
cubetas de vidros, quando entdo procedeu-se com a leitura das absorbancias (Ab) das
amostras em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) nos comprimentos de onda 663,8; 646,83
e 480 nm, para determinacdo das concentracfes de clorofilas a (Ca) e b (Cb), mais os
carotenoides (Cc), respectivamente. Os valores das concentracdes dos pigmentos obtidos

foram submetidos a formula de Welburn (1994):

Ca=12,0 Ass3s— 3,11 Acsss
Cb =20,78 Assss — 4,88 Ass3s
Cc = (1000 Asgo — 1,12 Ca— 34,07 Ch)/245

Os valores mensurados (ug/cm?) foram submetidos a anélises de variancia (ANOVA)

e teste F ao nivel de significancia de o = 5%.

2.8 Quantificacdo de compostos bioquimicos por método colorimétrico

Foram coletados, aleatoriamente nas repeticGes, dez propagulos vegetativos de cada
um dos tratamentos (T1-MLC, T3-BIPER e T4-BIT) para quantificacdo de compostos
bioquimicos, ao que se refere as analises de Acucares Sollveis Totais (AST) e Amido. O
procedimento ndo foi realizado para os propagulos do tratamento T2-MLA por insuficiéncia
de material disponivel.

Inicialmente, o material fresco foi submetido a lavagens com agua destilada (3 vezes)
com auxilio de uma piceta na tentativa de retirar o meio de cultura liquido. Em seguida o
material foi submetido ao rédpido congelamento com nitrogénio liquido e, logo apds,

condicionado em liofilizador por 72 horas. Posteriormente, o material foi macerado e
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pulverizado com cadinho de porcelana (massa seca), sendo acondicionado em microtubos

para ser armazenado em ultrafreezer & -80 °C até 0 momento da utilizagao.

2.8.1 Quantificacdo de Agucares sollveis totais - AST

Amostras contendo 10 mg de massa seca do material vegetal foram inoculadas em
microtubos de 2 mL de capacidade e submetidas a quatro ciclos de extracbes em 0,5 mL de
etanol 80 % (v/v) a 80 °C por 20 minutos em banho-maria. A cada ciclo de extracao, as
amostras foram agitadas em vortex e, depois, centrifugadas a 10.000 rpm por dez minutos. Os
sobrenadantes foram coletados e acondicionados em novos microtubos até completarem o
volume de 2 mL. Os pellets restantes naqueles primeiros microtubos foram armazenados em
ultrafreezer -80 °C para posterior utilizacdo.

Foram preparadas duas sub-repeticdes de cada amostra para quantificacdo de agucares
solUveis totais, seguindo o protocolo de Dubois et al. (1956). Para isso, foram pipetados 50
puL das amostras dos sobrenadantes em tubos de ensaio (25 x 150 mm), onde foram
adicionados 450 uL de agua ultrapura, seguido de 500 pL de Fenol 5 % (v/v) e 2.500 pL de
acido sulfarico concentrado (H2SO4).

Os tubos permaneceram em repouso até entrarem em equilibrio com a temperatura
ambiente (15 minutos aproximadamente). Entdo foi realizada a leitura das absorbancias das
amostras em cubetas de vidro em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) com comprimento
de onda de 490 nm. Todas as leituras foram realizadas com base na curva padréo de glicose (1

mg/1 mL), com concentracdes crescentes de 0, 8, 16, 32, 64, 128 e 258 ug.

2.8.2 Extracéo e quantificacdo de Amido por método enzimatico

Os pellets restantes daqueles primeiros microtubos armazenados em ultrafreezer -80
°C advindos da analise de AST (agucares solUveis totais) foram submetidos a secagem em
speedvac a 40 °C por duas horas para completa remogéo do etanol.

A extracdo e quantificacdo do amido das amostras secas foram realizadas de acordo
com o método proposto por Amaral et al. (2007). As amostras foram adicionados 450 pL da
enzima a-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (Megazyne®) previamente diluida
em tampdo fosfato de soédio 10 mM com pH ajustado em 6,5. As amostras foram incubadas

em banho-maria a 75 °C por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram resfriadas a 50 °C, e
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entdo acrescentado 450 pL da enzima amiloglucosidase de Aspergillus Niger (Megazyne®)
previamente diluida em tampdo acetado de sdédio 0,1 M com pH ajustado para 4,5. As
amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C por 30 minutos.

Posteriormente, foram adicionados 100 pL de acido perclorico 0,8 M para auxiliar na
precipitacdo das enzimas. Logo ap0s, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por dois
minutos.

Para realizar a quantificacdo do amido foram preparadas trés sub-repeticdes de cada
amostra, das quais foram pipetadas aliquotas de 20 pL do extrato num po¢co de uma
microplaca de fundo chato, acrescentadas em seguida de 300 puL de GODPOD (Doles,
Reagente de Cor). As microplacas permaneceram em repouso em temperatura ambiente por
15 minutos para realizacéo da reacao.

Apds esse periodo, o teor de amido foi determinado em leitor de microplacas Elisa em
comprimento de onda de 505 nm. Todas as leituras foram realizadas com base na curva

padrdo de glucose, com quantidades crescentes de 0, 25, 50, 100 e 200 ug.

2.9 Caracterizagdo anatémica e histoquimica

Para andlises anatdmicas, foram coletadas amostras das regiGes do segmento nodal,
segmento internodal e da parte basal dos propagulos vegetativos nos sistemas de cultivo. As
amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido e glutaraldeido (Karnovsky, 1965)
modificado (glutaraldeido 1 %; paraformaldeido 4 % em tampdo fostato de soédio -
NaH2PO..H,0 e tampdo cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2), sendo submetidas a vacuo (-400
mmHg) por 60 minutos, onde permaneceram por 24 h na solucéo.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas por meio de série alcodlica-etilica em
concentracgdes crescentes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 e 100%, v/v) e submetidas a vacuo (-
400 mmHg) por 60 minutos cada. Em seguida, as amostras foram imersas em meio de
infiltracdo Historesina (Leica®), segundo as especificacdes do fabricante, e permaneceram por
no minimo 48 horas em estufa a temperatura de 60 °C.

Os blocos contendo as amostras foram seccionados a 5-7um de espessura com 0 USO
de micrétomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), e as seccdes obtidas foram distendidas e

aderidas as laminas microscopicas em placa aquecedora a 40 °C.
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Para caracterizacdo estrutural e identificacdo de compostos fenolicos, as seccBes
obtidas foram coradas com azul de Toluidina (0,5 %, v/v) em tampéo fosfato de sodio e acido
citrico (Sakai, 1973) durante seis minutos.

As seccdes também foram submetidas aos testes histoquimicos com Xylidine Ponceau
— XP utilizado para visualizacdo de proteinas (Vidal, 1970), Periodic Acid Schiff — PAS
(O’Brien e Mccully, 1981) para identificar polissacarideos neutros e Lugol (Johansen, 1940)
para deteccdo de grdos de amido.

As laminas histoldgicas foram montadas com laminulas e preservadas em resina
sintética (Entelan®). Posteriomente, elas foram analisadas e fotomicrografadas em
microscopio de luz Leica (DM 750) e programa Leica Application Suite (LAS EZ), sendo as

imagens capturadas em escala micrométrica.

2.10 Andlise da fidelidade genética - ISSR

Para a andlise da fidelidade genética dos clones de G. magna propagadas in vitro nos
diferentes sistemas de cultivo, pelo menos 25 amostras foliares dentro das repeticdes de cada
tratamento foram coletadas, oriundas do final da etapa de aclimatizacdo, totalizando 75

amostras.

2.10.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido utilizando a metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990)
modificado. Em torno de 100 mg de tecido foliar de cada amostra foram inoculados em
microtubos de 2 mL de capacidade contendo duas beads de porcelana e 700 uL da solugdo
CTBA + 2-mercaptoetanol, e triturados por 40 segundos em Tissue Lyser Il (QIAGEN). Em
seguida, os microtubos contendo as amostras foram incubados por uma hora em banho-maria
a 65 °C sob agitacdo ocasional a cada 10 minutos.

Apbs a incubagdo, foram adicionados a mistura 600 pL de cloroformio-alcool
isoamilico (24:1) para auxiliar na purificagdo do DNA. Apos a adicdo do cloroférmio, os
microtubos foram centrifugados a 11.000 rpm por 10 minutos e a fase sobrenadante resultante
foi transferida para novos microtubos, onde 400 ulL. de isopropanol frio foram adicionados
para a precipitacdo do DNA.
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Em seguida, os microtubos foram incubados a -20 °C por 1 hora sob agitagcdo a cada

15 min. Apo6s a incubacdo, o isopropanol foi descartado com o auxilio de uma pipeta, € 0

pellet de DNA lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70 % ¢ uma vez em 500 pL de etanol

100 %. Apos as lavagens, o DNA foi mantido em temperatura ambiente por 12 horas para

secagem.

Posteriormente, o DNA contido nos microtubos foi diluido em 100 pL de tampao TE
com RNAse (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA e 10 mg ML21 RNAse A). A quantidade

e qualidade do DNA isolado foram determinadas pela analise comparativa das amostras em

gel de agarose 0,8 % (v/v), corado de brometo de etidio. Em seguida, o material foi diluido

em agua ultrapura a 50 ng/mL e armazenado a -20 °C até o momento da utilizacdo para

amplificacdo do PCR.

2.10.2 Amplificacéo por PCR

Os primers ISSR foram usados para segmentar uma ampla cobertura do genoma de G.

magna. Para tanto, foram inicialmente testados 22 primers ISSR (Sigma-Aldrich®), sendo

selecionados por critério de quantidade de bandas amplificadas e qualidade dos fragmentos

gerados, conforme Nogueira et al. (2019) (Tabela 1).

Tabela 1. Primers ISSR testados para a verificacdo da fidelidade genética de plantas de
Guadua magna propagados in vitro em diferentes sistemas de cultivo.

Primer Cddigo do Primer Sequéncia do Primer (5°-3°)
1 11zm TGTCACACACACACACAC
2 12zm GGTCACACACACACACAC
3 15zm GTGCACACACACACACAC
4 16zm CGGCACACACACACACAC
5 17zm CAGCTCTCTCTCTCTCTC
6 18zm GTGCTCTCTCTCTCTCTC
7 19zm CCTGCACACACACACACAC
8 35zm AGCAGCAGCAGCG
9 38zm AGCAGCAGCAGCAT
10 39zm AGCAGCAGCAGCAC
11 50zm CCAGCTGCTGCTGCT
12 52zm GGCACCACACACACACACACACA
13 53zm CGCAACACACACACACACACACA
14 54 zm GGCTACACACACACACACACACA
15 55 zm CCTCCACACACACACACACACA
16 56 zm GCTACCACACACACACACACACA
17 57zm CGTCCACACACACACACACACA
18 58zm CGAACCACACACACACACACACA
19 59 zm GGCCAGCTGCTGCTGCTGCTGCT
21 9 ps ACACACACACACACACYA
22 10 ps AGAGAGAGAGAGAGAGYT
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As reacOes para ISSR foram realizadas em um volume total de 13 pl contendo 2 ul (20
a 25 ng) de DNA gendmico. O tampdo de reagédo constituiu em Taq 2,5 ul, 1 pl de MgCly,
0,15 pl de dNTPs (Invitrogen®), 1,5 pl de iniciador, 0,17 pl de Taq polimerase (Phoneutria®)
e completado o volume final com agua ultrapura (Mili-Q), seguindo metodologia de Anand et
al. (2013).

A amplificagdo por PCR foi conduzida em termociclador Veriti 96-well thermal cycler
(Applied Biosystems®), com aquecimento inicial da solugdo & 94 °C durante cinco minutos
para a desnaturacdo de toda a fita dupla de DNA, seguido por 44 ciclos de um minuto a 56 °C
para anelamento, e um minuto a 72 °C para extensdo, e ainda sete minutos a 72 °C para a
extensdo completa de todas as cadeias complementares.

Os produtos obtidos das amplificacbes via PCR foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,8 %, submersos em tampdo EDTA (TBE) 1 X por 45 minutos sob voltagem
constante, corados em solucdo de brometo de etideo (Anand et al., 2013) sob uma tenséo
constante de 90 V e amperagem constante de 45 A.

Como padrio foi utilizado o DNA 1Kb “ladder” (Invitrogen®) com fragmentos de
tamanho conhecidos, além de uma amostra sem DNA para controle negativo. Os fragmentos,
corados em brometo de etideo, foram observados sob luz ultravioleta e fotografados em
sistema digital de Foto documentagio Alphalmager — HP (CellBiosciences®).

2.10.3 Analise dos marcadores de ISSR

Para visualizar a estruturagdo molecular dos individuos, os marcadores ISSR foram
analisados como dados binarios, quanto a presenca (1) e auséncia (0) de fragmentos em cada
individuo. O célculo de distancia (dissimilaridade - Dij) entre os genotipos foi realizado com
base no coeficiente de similaridade de Jaccard utilizando-se a matriz binéria, onde i e j sdo o
namero de locus comuns aos gendtipos, enquanto b e ¢ sdo numeros de locus presentes apenas

em cada um dos genotipos:

Dij = 1 - Sij=1-a/(a+b+c)

Para a determinagdo do nimero de mutacfes, o nimero de mutacdes observadas
(fragmentos polimérficos) foi dividido pelo ndmero total de fragmentos amplificados,

utilizando o principio de que um fragmento € considerado polimérfico se estiver ausente em
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pelo menos um dos clones e presente nos demais ou presente em pelo menos um clone e

ausente nos demais.
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3. RESULTADOS

3.1 Influéncia dos sistemas de cultivo in vitro

A sobrevivéncia dos propagulos nos quatro sistemas de cultivo in vitro foi avaliada ao

longo de cada um dos subcultivos (30, 60 e 90 dias).

Para o conjunto de dados analisados, o0 método Kaplan-Meier (KM) estimou que a

probabilidade do padrdo de sobrevivéncia é 0 mesmo para 0s quatro tratamentos ao longo dos

subcultivos (Figura 5). Foi realizada a sobreposicdo das curvas para o teste de Log-Rank, a

fim de comparar a similaridade entre as quatro curvas KM (Figura 6).

Prob. sobrevivéncia

Prob. sobrevivéncia

1.0

00 02 04 06 08

1.0

00 02 04 06 08

Sobrevivéncia de bambu - T1

\_‘

T T T
30 60 90

Sobrevivéncia (dias)

Sobrevivéncia de bambu - T3

I

T T T
30 G0 90

Sobrevivéncia (dias)

Prob. sobrevivéncia

Prob. sobrevivéncia

1.0

00 02 04 06 08

1.0

00 02 04 08 08

Sobrevivéncia de bambu - T2

0 30 60 90

Sobrevivéncia (dias)

Sobrevivéncia de bambu - T4

]

0 30 60 30

Sobrevivéncia (dias)

Figura 5. Curva de sobrevivéncia pelo método Kaplan-Meier (KM) dos dados da
sobrevivéncia dos propagulos de Guadua magna cultivados em diferentes sistemas in vitro:
Sistema Convencional de Micropropagacdo (T1-MLC), Sistema sob Agitacdo (T2-MLA),
Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente (T3-BIPER) e Sistema de Cultivo

em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIT).
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Figura 6. Curvas de sobrevivéncia pelo o método Kaplan-Meier (KM) sobrepostas dos dados
da sobrevivéncia dos propagulos de G. magna cultivados em diferentes sistemas in vitro:
Sistema Convencional de Micropropagagdo (T1-MLC), Sistema sob Agitacdo (T2-MLA),
Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente (T3-BIPER) e Sistema de Cultivo
em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIT).

O valor da estatistica do teste Log-Rank foi de 5,165 com p-valor = 0,16. Desta forma,
0 padrdo de sobrevivéncia entre as quatro curvas KM para os diferentes tratamentos néo foi
significativo ao nivel a = 5% de similaridade, ou seja, 0 padréo de sobrevivéncia é 0 mesmo
para todos o0s sistemas de cultivo.

No entanto, a curva de sobrevivéncia de T2-MLA apresenta-se “diferente” das demais
curvas, onde nota-se que mais da metade dos propagulos cultivados em T2-MLA ndo chegou
aos 90 dias de sobrevivéncia. Neste caso, a estrutura do teste Log-Rank pode ndo ter
detectado a diferenca da curva de T2-MLA em relacdo aos demais tratamentos e, portanto, o
resultado ndo ser significativo.

Para verificar este fato, foi feita a projecdo de probabilidade no teste Log-Rank, que
apresentou estatistica LR = 32 com p-valor = 5 x 107 < 0,05, indicando que ha diferenga em
ao menos um par de curvas KM. De fato, o teste aplicado a posteriori apontou diferenca
estatisticamente significativa entre T2 e 0s demais tratamentos (Tabela 2) aos 90 dias de

subcultivo.
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Tabela 2. Sobrevivéncia dos propagulos vegetativos aos 90 dias de propagacao nos diferentes
sistemas de cultivo.

Tratamento Descricdo do sistema de cultivo % sobrevivéncia
T1-MLC Meio Liquido Convencional 714+71a
T2-MLA Sob agitacdo 428+7,7hb
T3-BIPER Biorreator de Imersdo Permanente 85,7+55a
T4-BIT Biorreator de Imersdo Temporéria 857+x55a

Médias com letras iguais + erro padrdo ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste Log-Rank ao nivel de o = 5 % de significancia, p-
valor =5 x 10-7.

Em suma, apesar de ndo diferir estatisticamente do meio liquido convencional (T1-
MLC), a porcentagem média da sobrevivéncia dos propagulos vegetativos nos sistemas de
biorreatores (T3-BIPER e T4-BIT) foi superior. O sistema de cultivo sob agitacdo (T2-MLA)
ndo respondeu de forma satisfatoria.

Uma vez determinada a sobrevivéncia, observou-se a multiplicacdo por meio da
contagem do numero de brotos, que foram avaliadas quanto ao tempo de subcultivo (30, 60 e
90 dias).

A partir da anélise de correlacdo linear, o nimero de brotos aos 30 e 60 dias (r30-60 =
0,77) e aos 60 e 90 dias (r60-90 = 0,89) pode ser considerada de moderada a forte, e a
correlacdo linear entre 30 e 90 dias pode ser considerada moderada (r30-90 = 0,54) para 0s
sistemas de cultivo (Figura 7). Ou seja, 0s quatro tratamentos apresentam padrdes distintos de
multiplicacdo de brotos, e o0 tempo de subcultivo torna-se determinante para escolha de um
sistema de cultivo in vitro que possa conceder constante nimero de brotos das plantas.
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Graficos de dispersao
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Figura 7. Graficos da dispersédo dos valores do nimero de brotos dentro de 30 x 60, 30 x 90 e
60 x 90 dias (subcultivos).

Para escolher o modelo mais apropriado para representar a evolugdo do teste
estatistico dos dados, foram aplicados modelos GEE (Generalized Estimating Equations) com
estrutura de correlacdo autogressive-1, auxiliados pelo QIC (Quasi-likelihood Information
Criterion) para comparacdo dos modelos. Quanto menor for o valor do QIC, o modelo é

melhor para ser representativo. (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdo dos modelos por QIC (Quasi-likelihood Information Criterion) para
representacdo do numero de brotos na multiplicacdo in vitro de Guadua magna em diferentes
sistemas de cultivo.

Teste Modelo; QIC;
(1) Y ~ T+D+D*T -4847,59
2 Y ~T+D -4838,01
(3) Y ~T -4675,34
4) Y ~D -4815,03
(5) Y ~ 1 (sem preditores) -4652,40

Variaveis: Y — NUmero de brotos, T — Sistemas de cultivo, D — Tempo de subcultivo

O modelo (1) foi escolhido para melhor representar os dados da amostra, que leva em
consideracdo a interacdo entre as varidveis explicativas T (sistema de cultivo) e D (tempo de
subcultivo).

Em seguida a definicdo do modelo, foram realizadas as comparagdes multiplas de

Tukey ao nivel o =5 % dos parametros relacionados ao nimero de brotos, considerando-se as

148



combinages dos sistemas de cultivo (T1, T2, T3 e T4) com o tempo de subcultivo (30, 60 e

90 dias) (Tabela 4).

Tabela 4. ComparagBes mdaltiplas do numero médio de brotos considerando-se as

combinac6es dos sistemas de cultivo in vitro de Guadua magna.

sistema de cultivo Subcultivos (dias) n° de brotos p-valor
30 13,0* 6,37e-
T1 MLC - Convencional 60 22,8* 5,3%-
90 27,2* 5,17e-
30 8,1* 3,96e-
T2 MLA - Sob Agitagdo 60 14,2* 8,27e-
90 18,4* 1,69e-
30 11,2* 3,89%-
T3 BIPER - Biorreator de Imersdo Permanente 60 14,2* 8,27e-
90 33,3* 2,8%-
30 9,1* 2,50e-
T4 BIT - Biorreator de Imersdo Temporaria 60 17,5* 3,94e-
90 29,5* 5,34e-

*ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de o = 5 % de significancia

Aos 30 dias de cultivo, o T1-MLC atingiu maior nimero de brotos comparado aos

demais sistemas de cultivo. Aos 60 dias, T1-MLC quase que dobrou a quantidade de nimero

de brotos, no entanto, mostrou estabilizacdo dos valores aos 90 dias de cultivo. As mesmas

observacdes podem ser visualizadas para T2-MLA, apesar desse tratamento ter apresentado

nameros insatisfatérios aos 90 dias de cultivo, quando comparado aos demais tratamentos.

Diferentemente, os tratamentos T3-BIPER e T4-BIT indicaram progressdao do nimero de

brotos, que praticamente dobraram em cada um dos seus subcultivos (Figura 8).
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Figura 8. Propagulos de Guadua magna apresentando brotacdes durante a propagacao in vitro
em diferentes sistemas de cultivo. A - 0 dias de subcultivo (explante), B - 30 dias de
subcultivo, C - 60 dias de subcultivo, D - 90 dias de subcultivo. Barra = 2 cm.

De fato, a interacdo aponta que entre 60 e 90 dias de subcultivo, o padrdo de
multiplicacdo altera de acordo com o tipo de tratamento (sistemas de cultivo). As observacoes
com tratamento T4-BIT sdo as mais representativas, em que apresentam um consideravel
aumento médio do nimero de brotos entre 60 e 90 dias se comparadas ao valor médio de
aumento de nimero de brotos das observacdes dos demais tratamentos.

Aos 90 dias de cultivo foram mensuradas as alturas médias dos brotos (cm) em funcéo
dos sistemas de cultivo. Verificou-se que em T4-BIT foi significativamente maior que a dos
demais tratamentos, mas néo diferiu estatisticamente de T1-MLC e T3-BIPER. Ademais, em
T2-MLA a altura dos brotos parece ser significativamente menor, em comparacdo a T4-BIT
(Figura 9).
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Figura 9. Altura média dos brotos (cm) dos propagulos de Guadua magna aos 90 dias de
cultivo em funcéo dos tratamentos: Sistema Convencional de Micropropagacéo (T1-MLC),
Sistema sob Agitacdo (T2-MLA), Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente

(T3-BIPER) e Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Temporéaria (T4-BIT). Médias +
erro padrdo com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de a = 5% de

significancia.

Também foram mensurados os valores da massa fresca (g) em funcao dos sistemas de
cultivo. Apesar de nenhum tratamento diferir estatisticamente entre si em termos de massa
fresca aos 90 dias nos diferentes sistemas de cultivo, em Biorreator de Imersdo Permanente
(T3-BIPER) foi obtida a maior média de incremento da massa fresca com 15,8 g, seguido de
Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Temporéaria (T4-BIT) com 11,8 g, Sistema
Convencional de Micropropagacédo (T1-MLC) com 10,4 g e Sistema sob Agitacdo (T2-MLA)
com 9,2 g (Figura 10).
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Figura 10. Massa fresca (g) dos propagulos de Guadua magna aos 90 dias de cultivo in vitro
em funcdo dos tratamentos: Sistema Convencional de Micropropagacao (T1-MLC), Sistema
sob Agitacdo (T2-MLA), Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente (T3-
BIPER) e Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdao Temporaria (T4-BIT). Médias + erro

padrdo com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de o = 5% de
significancia.

Considerando o efeito dos tratamentos avaliados, 0 uso dos sistemas de cultivo in vitro
em biorreatores se destacam, pois promoveram ganhos no processo de multiplicacdo,

crescimento e desenvolvimento dos propagulos vegetativos de G. magna.
3.2 Efeito dos sistemas de cultivo in vitro na integridade da membrana celular
Para determinar a estabilidade da membrana celular dos propéagulos de G. magna
propagadas nos diferentes sistemas de cultivo foi realizada a determinacgdo do extravasamento

de eletrolitos aos 90 dias de cultivo in vitro (Tabela 4).

Tabela 5. Dados da porcentagem média do extravasamento de eletrélitos (EE%) dos
propagulos de Guadua magna aos 90 dias de propagacdo nos diferentes sistemas de cultivo.

Tratamento Descricdo do sistema de cultivo EE%
T1-MLC Meio Liquido Convencional 334+£12b
T2-MLA Sob Agitacdo 60,4+46¢C

T3-BIPER Biorreator de Imersdo Permanente 305+x15a
T4-BIT Biorreator de Imersdo Temporaria 312+14ab

Médias + erro padrdo com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de F ao nivel de o =5 % de significancia.

Pela analise de extravasamento de eletrolitos foi possivel verificar que, em todos os

sistemas de cultivo, o dano da membrana foi relativamente baixo (< 33,5), exceto em T2-
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MLA (60,4) cujo tratamento proporcionou aspectos negativos ao desenvolvimento dos brotos
(Figura 11 A), fato demonstrado pela diminuicdo na integridade da membrana com o
vazamento de solutos/eletrolitos.

Os resultados obtidos quanto ao extravasamento de eletrélitos nos tratamentos T1-
MLC, T3-BIT e T4-BIPER, nas circunstancias deste trabalho, mostraram que as condigdes in

vitro foram favoraveis para o desenvolvimento de G. magna (Figura 11 B).

Figura 11. Aspectos morfologicos do desenvolvimento in vitro de Guadua magna nos
sistemas de cultivo. A - Sistema de cultivo Sob Agitacdo (T2-MLA), B - Sistema de Cultivo
em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIT). Barra=1 cm.

3.3 Dosagem de clorofilas a e b mais carotendides

Aos 90 dias de propagacdo in vitro nos diferentes sistemas de cultivo, foram realizadas
as quantificacBes de clorofila a, clorofila b e carotendides de todos os tratamentos. A anélise
de clorofila mostrou maior concentragdo de clorofila a do que dos demais pigmentos. Os
cultivos em biorreatores (T3-BIT e T4-BIPER) apresentaram maior concentracdo para 0s
pigmentos clorofila a e clorofila b, quando comparados as sistema de cultivo convencional
(T1). Ja para a concentracdo de carotendides, ndo houve diferenca entre os tratamentos, e
apesar de ndo apresentar diferenca significativa desse pigmento quanto a T1-MLC, as
concentracdes de clorofila a e clorofila b ndo foram consideradas satisfatorias no sistema de
cultivo sob agitacdo (T2-MLA) (Figura 12).
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Figura 12. Quantificacdo de Clorifila a, Clorofila b e Carotenoides (ug/cm?) em folhas de
Guadua magna apés 90 dias de propagacdo in vitro nos diferentes sistemas de cultivo
(tratamentos): Sistema Convencional de Micropropagacdo (T1-MLC), Sistema sob Agitacéao
(T2-MLA), Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersédo Permanente (T3-BIT) e Sistema de

Cultivo em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIPER). Os valores representam a média das
repeticdes = o erro padrdo. Médias + erro padrdo com letras iguais representando a comparacdo entre os
tratamentos ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de F ao nivel de o = 5% de significancia.

Notoriamente, a maior concentracdo dos trés pigmentos foi verificada nos sistemas de
biorreatores (T3-BIPER e T4-BIT), refletindo diretamente na morfologia e no
desenvolvimento in vitro (Figura 13 A). Diferentemente, o sistema de cultivo sob agitacdo
(T2-MLA) afetou o desenvolvimento in vitro, promovendo diminuigdo do contetdo de
clorofila, no qual as folhas se apresentaram mais amareladas (cloréticas) e senescentes do que
nos demais tratamentos avaliados (Figura 13 B), caracterizando esse tratamento como um

ambiente indutor de estresse para os propagulos vegetativos.

Figura 13. Aspectos morfoldgicos do desenvolvimento in vitro dos propagulos de Guadua
magna nos sistemas de cultivo. A - Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente
(T3-BIPER), B - Sistema de cultivo Sob Agitacdo (T2-MLA). Barra =2 cm.
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3.4 Quantificacdo de compostos bioquimicos

As analises bioquimicas para agucares sollveis totais (AST) e amido foram realizadas
para os propagulos de G. magna nos tratamentos T1-MLC (Sistema Convencional de
Micropropagacdo), T3-BIPER (Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente) e
T4-BIT (Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Temporéria), apés 90 dias de
propagacao in vitro. Esses procedimentos ndo foram realizados com T2-MLA (Sistema sob
Agitacdo) por insuficiéncia de material vegetal para as analises. Os resultados referentes aos

de teores de AST e amido em razéo dos sistemas de cultivo séo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Aculcares sollveis totais (AST) e amido em relacdo a massa seca de Guadua
magna aos 90 dias de propagacdo in vitro dentro dos diferentes sistemas de cultivo
(tratamentos): Sistema Convencional de Micropropagacdo (T1-MLC), Sistema de Cultivo em
Biorreator de Imersdo Permanente (T3-BIPER) e Sistema de Cultivo em Biorreator de

Imersdo Temporéria (T4-BIT). Médias + erro padrdo com letras iguais ndo diferem entre si
estatisticamente pelo teste de F ao nivel de o = 5% de significincia

Verificou-se que os propagulos de G. magna apresentaram as maiores porcentagens de
AST em sistema de cultivo convencional (T1-MLC), em media 56,8 % da massa seca, valor
significativamente superior ao constatado nos sistemas de biorreatores que apresentam em
média 32,9 % (T3-BIPER) e 28,7 % (T4-BIT) de AST da massa seca. Em contrapartida, as
porcentagens médias de amido, ndo diferiram estatisticamente entre si nos diferentes sistemas
de cultivo, sendo elas 55 %, 58 % e 53 % para T1-MLC, T3-BIPER e T4-BIT,

respectivamente.
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3.5 Caracterizacao anatémica e histoquimica dos propagulos vegetativos

As andlises anatdmicas para caracterizacdo histoldgica e histoquimica foram
realizadas apos 90 dias de propagacdo in vitro de G. magna nos tratamentos T1-MLC
(Sistema Convencional de Micropropagacdo), T3-BIPER (Sistema de Cultivo em Biorreator
de Imerséo Permanente) e T4-BIT (Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo
Temporaria). A metodologia ndo foi realizada com T2-MLA (Sistema sob Agitacdo) por
insuficiéncia de material vegetal para as anélises.

Cortes histologicos dos segmentos nodais dos propagulos vegetativos de G. magna
propagadas in vitro nos diferentes sistemas de cultivo mostraram evidéncias da presenca de
regibes meristematicas, células de primdrdios foliares, meristema apical de caule e grupos de
células compactadas, como mostradas nas Figuras 15 A-C.

A conexdo entre o sistema vascular do caule e as folhas, onde um ou mais feixes
vasculares sdo orientados para as folhas, também foi evidenciada a partir dos cortes
histoldgicos, portanto, caule e folhas sdo estruturas continuas (Figura 15 A).

Um elevado numero de fibras foi observado na regido do segmento nodal e internodal
(Figura 15 D). Também foi detectada a presenca de tricomas (Figura 15 D) que sao estruturas
comuns em folhas de bambu.

Foi possivel observar a ocorréncia de primoérdios radiculares nas amostras analisadas,
que surgiram a partir da regido nodal em associacdo com os botBes axilares (Figura 15 E).
Observou-se que a raiz adventicia surge na conexao do segmento nodal (Figura 15 F) e sua
estrutura anatbmica é sistematicamente organizada, comecando com a epiderme, cortex,

tecidos vasculares e medula.
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Figura 15. Cortes histolégicos de Guadua magna propagada in vitro em diferentes sistemas de
cultivo (corados com azul de Toluidina) para caracterizacdo anatdmica. A- Segmento nodal
em T4-BIT, B- conexdo entre o sistema vascular do caule e as folhas em T4-BIT, seta preta
indicando xilema, seta vermelha indicando floema (feixes vasculares), seta verde indicando
epiderme, C- detalhe da gema axilar dormente do segmento nodal em T4-BIT, notar regido
meristematica (retangulo na lateral esquerda inferior correspondente ao quadrado com borda
cinza), (*) indicando primordio foliar. D- segmento internodal em T3-BIPER, seta laranja
indicando tricoma, E- base do propagulo vegetativo em T3-BIPER, circulo com borda preta
mostrando a conexao entre colmo, primérdio foliar e primdrdio radicular, F- detalhe da
organizacdo da estrutura anatdbmica da raiz adventicia conectada ao segmento nodal (retdngulo
na lateral esquerda inferior correspondente ao quadrado com borda cinza), seta amarela
indicando tecido vascular, seta vermelha indicando cortex. Abreviagdes: (ba) botdo foliar
axilar, (cc) células compactadas, (ep) epiderme, (fi) fibra, (mc) meristema caulinar, (me)
medula, (mr) meristema radicular, (cv) conexdo vascular.
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Portanto, a andlise anatdbmica revelou que os explantes continham a estrutura celular
bésica necessaria para o desenvolvimento de novos brotos e raizes (cortex, parénquima,
regibes meristematicas, células de primordios foliares e feixes vasculares).

Com as andlises histoquimicas, as células do segmento nodal contendo gema axilar
dormente das plantas propagadas in vitro nos diferentes sistemas de cultivo (T1-MLC, T3-
BIPER e T4-BIT) apresentam discretos corpos proteicos, sobretudo em células vacuoladas,
conforme reacdo positiva com Xylidine Ponceau - XP (Figuras 16 A-C). Em contrapartida, foi
observado que no segmento internodal, ha abundancia de corpos proteicos nas células
estruturais que envolvem o feixe vascular (Figura 16 D). Na parte basal dos propagulos
vegetativos, notaram-se resquicios proteicos fragmentados em diferentes tamanhos nas células

da regido de conexdo entre os primdrdios foliar, caulinar e radicular (Figuras 16 E-F).
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Figura 16. Seccdes longitudinais da propagacdo in vitro de Guadua magna em diferentes
sistemas de cultivo para analise histoquimica, corados com Xylidine Ponceau - XP para
visualizacdo de corpos proteicos. A- Segmento nodal em T1-MLC, notar circulo que detalha a
regido de conexdo da gema axilar e o colmo, B- detalhe da gema axilar dormente do segmento
nodal, (*) primérdio foliar, regido de parede celular corada, C- detalhe de resquicios proteicos
na regido de conexdo da gema axilar com o colmo, seta indicando corpo proteico, D-
segmento internodal de T3-BIPER, apresentando abundantes corpos proteicos apontados pela
seta, E- base do propagulo vegetativo, quadrado detalhando a conexd@o de colmo, primordio
foliar e primérdio raditular, F- detalhe da conexdo entre os tecidos descritos na letra E com
seta apontando para resquicios corpos proteicos. Abreviagdes: (cv) célula vacuolada, (ev)
elemento de vaso.
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Amiloplastos (polissacarideos neutros) foram observados principalmente nas células
em volta do feixe vascular do segmento nodal dos propagulos advindos nos diferentes
sistemas de cultivo. Em detalhe nota-se a concentracao desses produtos na regido de conexao
do n6 (Figuras 17 A-B). No segmento internodal, observou-se notavel presenca de
amiloplastos nas células estruturais que envolvem o feixe vascular (Figuras 17 C-D).

Na base do propagulo vegetativo conectando colmo, primordio foliar e primordio
radicular, foi possivel detectar abundancia de amiloplastos na regido envolta do primoérdio
radicular (Figuras 17 E-F).
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Figura 17. SeccBes longitudinais de Guadua magna da propagacdo in vitro em diferentes
sistemas de cultivo para analise histoquimica com Periodic Acid Schiff — PAS para
visualizagdo de amiloplastos (polissacarideos neutros). A- Segmento nodal em T3-BIPER,
circulo de borda preta demonstrando a conexdo entre gema axilar e a regido do colmo, (*)
indicando gema axilar, B- detalhe da gema axilar dormente do segmento nodal com aparente
amiloplastos (graos de amido) apontados pela seta preta, na regido em volta do elemento de
vaso, C- degmento internodal em T3-BIPER, seta preta apontando aglomeracdo de
amiloplastos, D- detalhe do segmento internodal, seta amarela apontando notavel presenca de
amiloplastos em células estruturais; E- base do propagulo vegetativo, circulo demonstrando a
conexdo de colmo, primérdio foliar e primordio radicular adivindo de T4-BIT, F- detalhe da
regido envolta do primordio radicular com seta preta apontando amiloplastos em abundanica.
Abreviagoes: (ev) elemento de vaso, (pr) primordio radicular.
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Ainda de acordo com as andlises histoquimicas com Lugol, abundante quantidade de
amiloplastos ricos em grdos de amido foi observada nas células dos segmentos nodais na
regido da conexdo do no (Figuras 18 A-B), no segmento internodal (Figuras 18 C-D) e na
regido envolta do primdrdio radicular da base do propagulo vegetativo (Figuras 18 E-F), que

conecta colmo, primoérdio foliar e primérdio radicular
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Figura 18. Seccdes longitudinais de Guadua magna da propagacdo in vitro em diferentes
sistemas de cultivo para andlise histoquimica com Lugol para visualiza¢do de gréos de amido.
A- Segmento nodal em T1-MLC, circulo de borda preta demonstrando a regido de conexéo do
n6 do colmo, B- detalhe da regido de conexdo do né apresentando abundancia em gréos de
amido, seta amarela apontando aglomerado de grdos de amido, C- segmento internodal em
T3-BIPER, D- detalhe do segmento internodal com seta verde apontando notavel presenca de
gréos de amido; E- base do propagulo vegetativo advindo do T4-BIT, (*) primérdio radicular,
seta preta apontando aglomeragdo de grdos de amidos , F- detalhe da regido envolta do
primordio radicular, seta preta apontando grdos de amido em abundancia. Abreviagdes: (ev)
elemento de vaso, (pm) primérdio radicular.
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Portanto, a intensa presenca de corpos proteicos e amido nas células estruturais
envoltas aos feixes vasculares, pode caracterizar o envolvimento desses compostos na
organizacdo dos tecidos vasculares. Além do mais, a abundante presenca de grdos de amido
nas células das gemas adventicias, dos primordios caulinares e radiculares sugere a

participacdo desses elementos nos mecanismos de divisdo celular.

3.6 Aclimatizacdo das plantas propagadas nos diferentes sistemas de cultivo

Ap6s os 90 dias de cultivo in vitro, as plantas de G. magna obtidas dos tratamentos
Sistema Convencional de Micropropagagdo (T1-MLC), Sistema sob Agitacdo (T2-MLA),
Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente (T3-BIPER) e Sistema de Cultivo
em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIT) foram transferidas para a etapa de

aclimatizacdo, onde ocorreram enraizamentos adventicios espontaneos (Figura 19).
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Figura 19. Aclimatizag&o ex vitro dos propagulos vegetativos oriundas dos diferentes sistemas
de cultivo. A- Planta apds 90 dias de cultivo in vitro (barra = 1 cm), B- plantas na fase de pré-
aclimatizacdo em mini-estufa incubadas em camara de crescimento (barra = 15 cm), C-
plantas recém transportadas para casa de vegetacdo (barra = 10 cm), D- plantas apds 60 dias
em casa de vegetacdo (barra =1 cm).

O tratamento T1-MLC apresentou porcentagem de sobrevivéncia intermediaria (66,7
%), entretanto, ndo houve sobrevivéncia das plantas oriundas de T2-MLA. Os indices de
sobrevivéncia das plantas aclimatizadas ex vitro foram significativamente maiores quando
oriundas do tratamento T4-BIT (95,8 %), seguido de T3-BIPER (88,2 %) (Tabela 5).
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Tabela 6. Porcentagem média da sobrevivéncia na fase de aclimatizacdo ex vitro das plantas
de Guadua magna em casa de vegetacdo advindas de diferentes sistemas de cultivo.

Tratamento Descricdo do sistema de cultivo %S0B
T1-MLC Meio Liquido Convencional 66,7+ 150hb
T2-MLA Sob Agitacdo 0,00+0,0c

T3-BIPER Biorreator de Imersdo Permanente 88,2+ 10,4 ab
T4-BIT Biorreator de Imersdo Temporaria 95,8+10,8a

Médias + erro padrdo com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de F ao nivel de o= 5% de significancia.

Portanto, as melhores percentagens de sobrevivéncia de plantas aclimatizadas foram
verificadas nos sistemas de biorreatores, especialmente em T4-BIT, conferindo a esse

tratamento melhores condi¢Ges de propagacao in vitro de mudas de G. magna.

3.7 Andlise da fidelidade genética dos clones aclimatizados

Para analise da fidelidade genética dos clones de G. magna obtidos da aclimatizacao,
foram testados inicialmente 22 primers, entre os quais, 17 primers permitiram a amplificacéo
por PCR de 99 locos (alelos), que apresentaram total de 11 alelos polimdrficos. Do resultado
dessa amplificacdo, a porcentagem total de bandas polimérficas foi de 5,2 %, e em 8 primers
ocorreram polimorfismo relativamente baixo (< 1,62 %). Destes, o primer 11ZM foi o que

proporcionou 0 maior numero de alelos poliméficos (3) para as plantas analisadas (Tabela 7).

Tabela 7. Dados numéricos obtidos da amplificacdo por PCR de 17 primers ISSR utilizados
para a analise da fidelidade genética de clones de Guadua magna propagados in vitro em
diferentes sistemas de cultivo.

Total de alelos Tamanho dos N° de alelos Polimorfismo

Primer Sequéncia (5'- 3) amplificados alelos (pb)  polimdrficos ~ médio (%)
11zZM TGTCACACACACACACAC 5 500 - 1500 3 1,62
12 ZM GGTCACACACACACACAC 6 500 - 1500 1 0,45
15ZM GTGCACACACACACACAC 6 450 - 1500 2 0,46
16 ZM CGGCACACACACACACAC 5 350 - 850 1 0,27
17 ZM CAGCTCTCTCTCTCTCTC 5 500 - 1500 0 0,00
19ZM CCTGCACACACACACACAC 6 350 - 850 0 0,00
38ZM AGCAGCAGCAGCAT 6 300 - 1500 1 1,12
39 ZM AGCAGCAGCAGCAC 6 400 - 700 1 0,45
50 ZM CCAGCTGCTGCTGCT 6 400 - 1500 1 0,66
52ZM GGCACCACACACACACACACACA 6 500 - 1750 0 0,00
53ZM CGCAACACACACACACACACACA 6 500 - 1750 0 0,00
54 ZM GGCTACACACACACACACACACA 6 500 - 1750 0 0,00
55ZM  CCTCCACACACACACACACACA 6 500 - 2000 0 0,00
56 ZM GCTACCACACACACACACACACA 6 250 - 1250 1 0,22
57ZM  CGTCCACACACACACACACACA 6 400 - 1750 0 0,00
58 ZM CGAACCACACACACACACACACA 6 250 - 1000 0 0,00
10 PS AGAGAGAGAGAGAGAGYT 6 350 - 1250 0 0,00
Total 99 11 5,25
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Os dados indicam que, para a andlise da fidelidade genética de G. magna, esses
primers tém niveis semelhantes de probabilidade na determinacdo do polimorfismo entre os
clones selecionados.

Através do dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA (agrupamento
aos pares pela média aritmética ndo ponderada), pode-se observar que no sistema de cultivo
convencional (T1-MLC), 21 dos 25 individuos analisados apresentaram 100 % de
similaridade. Nesse tratamento, quatro plantas apresentaram algum tipo de variacédo, diferindo
em media apenas 0,1 % dos demais clones (Figura 20 A).

Seguidamente em T3-BIPER, 20 dos 25 individuos analisados apresentaram 100 % de
similaridade entre si, e os cinco somaclones diferiram, em média, apenas 0,2 % dos demais
clones (Figura 20 B). Ja em T4-BIT, 22 dos 25 individuos analisados apresentaram 100 % de
similaridade entre si, e os trés somaclones diferiram, em média, apenas 0,1 % dos demais
clones (Figura 20 C).

Nas amplificacOes, verificou-se que independentemente da regido do DNA analisada e
do sistema de cultivo in vitro utilizado para a propagacdo das plantas, a ocorréncia de
variabilidade foi baixa, conferindo alto grau de similaridade genética entre os clones

analisados (Figura 21).
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Couticirmt

Figura 20. Dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA da relacdo entre os
clones de Guadua magna oriundos da propagacéo in vitro dentro dos diferentes tratamentos:
A- Sistema Convencional de Micropropagacdo (T1-MLC); B- Sistema de cultivo em
Biorreator de Imersdo Permanente (T3-BIPER); C- Sistema de cultivo em Biorreator de
Imersdo Temporaria (T4-BIT).
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Figura 21. Analise da fidelidade genética de plantas de Guadua magna aclimatizadas apos
cultivo in vitro dentro dos diferentes sistemas de cultivo (tratamentos): Sistema Convencional
de Micropropagacédo (T1-MLC), Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Permanente
(T3-BIPER) e Sistema de Cultivo em Biorreator de Imersdo Temporaria (T4-BIT), A-B -
Primer 55 zm na amplificagdo do DNA de 75 amostras obtidas aleatoriamente dos
tratamentos.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo comparou as respostas biométricas e fisiologicas, e também a
fidelidade clonal de mudas produzidas em cultura liquida em diferentes sistemas de cultivo in
vitro. De maneira geral, os resultados apresentados, evidenciam influéncia positiva em relagéo
a utilizacdo dos biorreatores (T3 BIPER — Biorreator de Imersdo Permanente e T4 BIT -
Biorreator de Imersdo Temporaria), pois promoveram ganhos no processo de multiplicacéo,
crescimento e desenvolvimento das plantas de G. magna, mesmo que algumas variaveis ndo
apresentaram diferencas significativas quando comparadas ao T2 MLC - Meio Liquido
Convencional.

De fato, j& é consolidado na literatura para diversas espécies que, dentre as
possibilidades de propagacdo in vitro, os sistemas de cultivo em biorreatores propiciam
condicdes para o material vegetal aumentar sua capacidade de sobrevivéncia in vitro,
mitigando efeitos geralmente encontrados pela propagacédo convencional, como por exemplo
fatores relacionados a contaminacdo (Ray et al.,2017; Furlan et al., 2018; Nogueira et al.,
2019; Pasqualini et al., 2019) e interferéncia sazonal (Singh et al., 2012b; Mudoi et al., 2014;
Bhadrawale et al., 2017).

Outro fator que influéncia positivamente a micropropagacdo em biorreatores,
principalmente durante a multiplicacdo de brotacGes, é a transferéncia da solugdo nutritiva e
concomitante renovacdo do ar, evitando a liberacdo de compostos fendlicos produzidos pelo
metabolismo das plantas, que podem vir a prejudicar o desenvolvimento sob condigdes in
vitro (Lemos et al., 2001; Negi e Saxena, 2011; Quiala e al., 2012; Ribeiro e al., 2013;
Mendonca 2016; Mudoi et al., 2013).

Ademais, em sistemas de biorreatores é proporcionada uma maior area de contato dos
tecidos dos explantes com o meio de cultura liquido e, consequentemente, ocorre um melhor
aproveitamento dos nutrientes (Lemos et al., 2011). Um consideravel numero de estudos
confirma que os sistemas de biorreatores, principalmente aqueles de imersdo temporéria,
estimulam a proliferacdo e o crescimento de brotacGes em diversas espécies vegetais.

Mcalister et al. (2005) e Oliveira et al. (2011a, 2011b) encontraram resultados
promissores para multiplicacdo de clones de Eucalyptus. Quiala et al (2012) desenvolveram

um sistema semi-automatizado em biorreatores para melhorar o desenvolvimento de Teca em
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condigOes ex vitro, e Mendonga et al. (2016) estabeleceram um protocolo de propagagéo em
biorreatores de Eucalyptus adequado para atividades comerciais.

Espécies de bambus também sao favorecidas com a utilizacdo do cultivo em sistemas
em biorreatores, e apresentaram maior nimero de brotac6es por explante, como verificado em
B. vulgaris (Ribeiro e al., 2016), G. angustifolia (Gutiérrez et al., 2016), e também no
presente estudo para G. magna.

A massiva multiplicacdo de brotacdes observada em G. magna pode estar relacionada
com a quebra da dominancia apical possibilitada pelos biorreatores durante o
desenvolvimento vegetal. Esse mecanismo ocorre devido o movimento das culturas que
estimulam o crescimento das gemas laterais e, em consequéncia, aumenta a proliferacdo de
brotacdes (Paek et al., 2001), que pode chegar a ser 2,2 vezes maior do que 0s sistemas de
propagacao in vitro tradicionais (Lemos et al., 2001). Tal informacéo se faz importante, pois
para uma producdo comercial, almeja-se aumentar a taxa de multiplicacdo e,
consequentemente, a reducdo dos custos operacionais (Mendonca et al., 2016).

Neste contexto, vale ressaltar que se faz necessario o acompanhamento dos efeitos dos
sistemas de cultivo in vitro sobre as respostas fisioldgicas das plantas, que podem garantir
melhorias de producdo e a compreensdo dos processos de desenvolvimento das plantas, além
da capacidade plastica de adaptacdo nos diferentes sistemas.

Neste sentido, é possivel afirmar que as respostas adaptativas das plantas de G. magna
em sistemas de biorreatores (T3-BIPER e T4-BIT) favoreceram o0s processos de
desenvolvimento.

As observacOes apresentadas no presente estudo demonstraram influéncia positiva do
extravasamento de eletrolitos no cultivo in vitro das plantas de G. magna em sistemas de
biorreatores, quando comparadas ao meio liquido convencional. Esse fato representa que as
condicdes de estresse foram controladas quanto a manutencdo da estabilidade das
biomembranas (Premachandraet al., 1989; Maheswary et al., 1999; Langaro, 2014; Kosmala
etal., 2012; Peloso et al., 2017; Custodio et al., 2017).

E de conhecimento que plantas condicionadas aos sistemas de cultivo in vitro
apresentam capacidade adaptativa limitante para processos heterotroficos, com condigdes ndo
adequadas de iluminacdo e de concentragdo de CO. (Nicoloso et al., 2003). Isso pode causar
senescéncia foliar e, consequentemente, a morte vegetal inclusive em espécies de bambu
(Polesi et al., 2019).
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Além disso, durante o cultivo in vitro, as plantas permaneceram imersas em meios de
cultura necessarios a sua sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento, que foram
suplementados de agua, nutrientes, vitaminas, aminoacidos, carboidratos e fitorreguladores,
condicdes que também limitam a capacidade heterotrofica vegetal.

Independentemente das condigfes apresentadas, 0s parametros de crescimento
(inducdo de brotagdes, altura dos brotos e massa fresca), assim como 0s pigmentos
fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides) e disfuncdes em processos metabolicos
promovidos por alteracdes das propriedades da membrana, apresentaram valores preferiveis
em sistemas de biorreatores.

Tais efeitos podem estar relacionados a sintese de sacarose e a hidrolise do amido. Na
analise dos componentes bioquimicos (AST/Amido), verificou-se que as plantas de G. magna
cultivadas em sistemas de biorreatores (T3-BIPER e T4-BIT) consumiram em maior
quantidade suas reservas de carboidratos (AST).

AST’s estio relacionados na translocagdo de sacarose, respiragdo, geracao de espécies
reativas de oxigénio e metabolismo de crescimentos (Alonso et al., 2007b). O acumulo de
acucares sollveis, como a sacarose e seus produtos de hidrélise (glicose e frutose), pode ser
resultado da degradacdo do amido, que constitui a principal reserva temporéaria de carbono das
plantas (Cheug et al., 2014; Moreira et al., 2019).

Tais produtos podem ser utilizados para a manutencdo do organismo vegetal (Faust,
1989; Alonso et al., 2007b; Moreira et al., 2019), para o ajuste osmotico (Hare et al., 1998;
Bajji et al., 2001) e também durante o fendmeno de expansdo celular (Moreira et al., 2019),
refletindo diretamente nos processos de crescimento da planta, permitindo um aumento
significativo no potencial de produtividade.

Resultados semelhantes foram apresentados por Brar et al. (2014) para a espécie de B.
balcooa, revelando que o crescimento e metabolismo das plantas foram mais pronunciados
em tratamentos onde AST e amido exibiram menor conteudo.

Essa relacdo amido/AST comprova a sua utilizacdo como fonte de energia nos
processos metabdlicos de manutencdo da planta (crescimento, proliferacdo de brotos,
biomassa), 0 que confere aos sistemas de biorreatores ambientes promissores para o favoravel
desenvolvimento vegetativo nesse sistema de cultivo in vitro.

As condigdes in vitro do presente trabalho refletiram positivamente no
desenvolvimento das plantas de G. magna, como por exemplo, a formagdo de estruturas

celulares basicas necessarias para o desenvolvimento de novos tecidos (Furlan et al., 2018) e
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0 acumulo de compostos de reserva para a proliferacdo de novas células, tecidos e 6rgaos
vegetais (Ye, 2002; Appezzato-da-Gloria e Machado 2004), evidéncias corroboradas pelas
analises anatbmicas e histoquimicas.

Foi constatada ainda, divisdo de células das gemas adventicias, e o0 desenvolvimento
de novas brotagdes, além da presenca de tricomas, estruturas comuns em folhas de bambu
(Soderstrom e Ellis, 1988; Filgueiras e Viana, 2017).

Observou-se nos colmos a presenca de fibras, que contribuem para suporte estrutural e
flexibilidade dos colmos das espécies de bambu (Ray et al. 2004). Tais colmos apresentam
apenas crescimento primario em bambus, dividido nas seguintes regides: cortex, parénquima e
feixes vasculares, nos quais o cdrtex cobre a epiderme e a hipoderme (Ray et al. 2004).

Tambeém foi verificado o desenvolvimento espontaneo de raizes adventicias, estruturas
que contribuem positivamente paras as adaptacfes ex vitro, e sdo encontradas em todas as
plantas vasculares, embora em bambus, elas geralmente originam-se do caule (Kapoor e Rao,
2006).

Essas raizes contribuiram positivamente para a etapa de aclimatizacdo, que foi
conduzida de forma gradual para garantir a sobrevivéncia das plantas, evitando a brusca
antecipacdo de alteragBes morfoldgicas e fisiolégicas do material, e minimizando o impacto
decorrente da transicao para casa de vegetacédo (Berilli et al., 2011; Patel et al., 2015).

Essas condicdes ambientais adequadas mantidas no estagio de pré-aclimatizacdo
(Nogueira e al., 2019; Vale et al., 2019) podem garantir altas taxas de sobrevivéncia, mesmo
que as plantas ndo apresentem raizes (Nogueira et al., 2019).

As plantas de G. magna do presente estudo, também ndo receberam tratamento com
auxinas para enraizamento nas etapas in vitro e/ou ex vitro. Elas foram plantadas diretamente
no substrato, onde se observou maiores taxas de sobrevivéncia do material oriundo nos
sistemas de biorreatores, especialmente em T4 BIT (Biorreator de Imersdo Temporaria).

A evidéncia desse enraizamento ex vitro em G. magna diretamente no substrato,
apresenta como vantagens a formacdo de um sistema radicular de qualidade, diminuindo,
assim, a mortalidade durante a aclimatizagdo. Esse fato reflete diretamente na reducdo dos
custos de producdo da micropropagacdo, quando em relagdo ao enraizamento in vitro
(Fermino Junior et al., 2011; Tronco et al., 2015).

Dessa forma, a micropropagacdo por meio da utilizacdo de biorreatores, podera

contribuir significativamente para a aceleracdo do processo de producdo de clones e na
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reducdo do custo final da muda, tornando o processo mais econdmico, se comparado ao
sistema de cultivo in vitro convencional.

Notadamente, hd sempre a possibilidade de ocorrer variacdo genetica durante a
propagacdo in vitro (Negie Saxena, 2011; Goyal et al., 2014). No entanto, as plantas de G.
magna aclimatizadas ndo apresentaram diferengas morfologicas, sugerindo alto grau de
similaridade genética entre os clones analisados em todos os sistemas de cultivo, apesar das
analises moleculares acusarem somaclones diferindo em média 0,1 % a 0,2 %.

Alguns trabalhos corroboram os resultados obtidos neste estudo com analise de ISSR,
como para D. strictus que mostrou que praticamente ndo havia variabilidade entre as plantas
micropropagadas e a planta matriz (Goyal et al., 2014). Outros trabalhos ainda, n&o
encontraram nenhuma variabilidade entre as plantas de bambu regeneradas in vitro utilizando
a técnica com ISSR, como observado para B. nutans (Negi e Saxena, 2010), B. balcooa (Negi
e Saxena, 2011; Brar et al., 2014), G. angustifolia e G. magna (Nogueira et al., 2019).

Sendo assim, os marcadores ISSR parecem ser eficientes para determinar a
similaridade das plantas produzidas, e as informacdes geradas neste trabalho podem ser Gteis
para a certificacdo dos clones advindos de sistemas de cultivo in vitro também para outras

espécies de bambu.
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5. CONCLUSAO

Considerando o efeito dos sistemas de cultivo in vitro avaliados (T1-MLC, T2-MLA,
T3-BIPER e T4-BIT), o uso de biorreatores se destacou, pois tais sistemas promoveram
ganhos no processo de multiplicacdo, crescimento e desenvolvimento de G. magna. Além
disso, as plantas apresentaram maior percentagem de aclimatizacdo, fator determinante para
multiplicacdo clonal em larga escala.

Os aspectos bioguimicos, anatdmicos e histoquimicos contribuiram para um
entendimento do desenvolvimento a nivel celular e fisiolégico sobre a técnica nos diferentes
sistemas de cultivo in vitro, inclusive nos biorreatores.

Além do mais, os marcadores ISSR’s séo eficientes para verificar a fidelidade clonal, e
as informacgbes geradas neste trabalho podem ser Uteis para determinar a similaridade de

plantas advindas de sistemas de cultivo in vitro também para outras espécies de bambu.
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