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RESUMO

Em sistemas convencionais de cultivo in vitro, a utilizacdo de plastico filme de
policloreto de vinila (PVC) para a vedacdo dos recipientes impde limites as trocas
gasosas. Como consequéncia, podem ocorrer distarbios morfofisiologicos e
estruturais como a hiperidricidade, que causa perdas econdémicas e, em alguns casos,
0 insucesso na aplicacéo das técnicas de cultura de tecidos vegetais. Portanto, o uso
de membranas comerciais permeaveis aos gases, ou 0 desenvolvimento de sistemas
alternativos de vedacao, sdo necessarios para melhorias dos processos fisiol6gicos,
aspectos anatdbmicos e o crescimento das plantas in vitro. No presente estudo, €
proposto um sistema de vedacédo alternativo com tecido de mascara cirdrgica tripla
(MC), de baixo custo e facil aquisicdo, para aumentar as trocas gasosas, promover o
crescimento e melhorar a qualidade de Croton lechleri cultivado in vitro. Além disso,
sdo apresentadas as principais modificacdes anatémicas e fisioldgicas decorrentes da
hiperidricidade que possam auxiliar em futuras pesquisas para a espécie. Para tanto,
foram realizados dois experimentos, o primeiro com o objetivo de avaliar um sistema
alternativo de vedacdo associado a influéncia do tipo de explante; e o outro para
analisar os efeitos da hiperidricidade na fisiologia e anatomia de C. lechleri.
Considerando os resultados observados, o sistema de vedacao proposto apresentou
eficiéncia em inibir contaminacgfes por fungos ou bactérias. Comparado ao sistema
com policloreto de vinila (PVC), o fechamento dos tubos de ensaio com o tecido
indicado aumentou as trocas gasosas e a biossintese de clorofilas e carotenoide, além
de proporcionar melhorias anatdmicas e de algumas caracteristicas de crescimento.
Plantas hiperidricas tiveram maior area com espacos intercelulares no mesofilo,
auséncia de paréngquimas fundamentais para a sustentacéo e desenvolvimento como
colénquima e esclerénquima, e procambio. A hiperidricidade também causou maior
dano de membrana e as brotac¢des hiperidricas tiveram maior conteudo relativo de
agua e menores teores de pigmentos. Por fim, plantas que reverteram a condi¢éo de
hiperidricidade, tiveram formacéo de raizes, melhoria no arranjo estrutural das células
colenquimaticas e presenca de esclerénquima e formacao de procambio, além de poucos

espacos intercelulares comparada as brota¢des hiperidricas.

Palavras-chave: Croton lechleri. Sistema de vedagdo. Hiperidricidade. Aspectos

fisiologicos e anatdémicos.



ABSTRACT

In conventional in vitro culture systems, the use of Polyvinyl Chloride (PVC) plastic for
the sealing of the containers imposes limits on gas exchange. As a consequence, it
can occur morphophysiological and structural disturbances such as hyperhydricity,
which causes economic losses and, in some cases, failure in the application of plant
tissue culture techniques. Therefore, the use of gas-permeable commercial
membranes or the development of alternative sealing systems are necessary for
improvements on in vitro physiological processes, anatomical aspects and plant
growth. In the present study, it is proposed an alternative sealing system with triple
surgical mask (MC) tissue, of low cost and easy acquisition, to improve the gas
exchange, and to promote growth and quality of in vitro culture of Croton lechleri. In
addition, the main differences in the anatomical and physiological aspects of
hyperhydricity that may help in future researches for the species are presented. For
that, two experiments were carried out, the first with the objective of evaluating an
alternative sealing system associated to the influence of explant type; and the other to
analyze the effects of hyperhydricity on the physiology and anatomy of C. lechleri.
Considering the observed results, the proposed sealing system showed efficiency in
inhibiting contamination by fungi or bacteria. Compared to the Polyvinyl Chloride (PVC)
system, the closure of the test tubes with the indicated tissue increased the gas
exchange and the biosynthesis of chlorophyll and carotenoid, as well as providing
better anatomical development and some growth characteristics. Hyperhidric plants
had greater area with intercellular spaces in the mesophyll, absence of fundamental
parenchyma for the sustentation and development such as colenchyma and
sclerenchyma and procambium. Hyperhydricity also caused greater membrane
damage and the hyperhydric shoots had higher relative water content and lower
pigment contents. Finally, plants that reverted the hyperhydricity condition had roots
formation, improvement in the structural arrangement of the colenchymatic cells and
sclerenchymatic cells and procambium formation, in addition to a few intercellular

spaces compared to the hyperhydric shoots.

Keywords: Croton lechleri. Sealing system. Hyperhydricity. Physiological and

anatomical aspects.
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1 INTRODUCAO

A hiperidricidade ¢ um importante disttrbio morfofisioldgico observado durante o
cultivo in vitro de plantas (FERNADEZ-GARCIA et al., 2011), caracterizado pela
retencdo excessiva de agua no interior das células e tecidos (VASCONCELOS et. al.,
2012; TIAN et al., 2017) causando a perda significativa da morfogénese vegetal. Os
principais efeitos incluem reducéo do potencial de multiplicacéo e diferenciacéo celular,
auséncia de raizes, alteracdes anatomicas e fisioldgicas associadas ao processo
fotossintético, e alta mortalidade do material micropropagado na fase de aclimatizagéo
ex vitro (VASCONCELOS et. al., 2012).

Além dos danos econdmicos (GAO et al., 2018), a hiperidricidade limita as
aplicacdes das técnicas de cultura de tecidos (TABART et al., 2015; TIAN et al., 2016;
VAN DEN DRIES et al., 2013; WU et al., 2009), como observado na conservacao in
vitro de germoplasma de espécies ameacadas de extincdo (PENCE; FINKE; NIEDZ,
2014). Outro aspecto importante diz respeito aos multiplos fatores associados a
condicao hiperidrica, o que inclui tipo de explante, composicdo do meio de cultura,
sistemas de vedacédo dos recipientes e condicbes ambientais inerentes a atmosfera
no interior dos frascos de cultivo (LIU et al., 2017), dificultando a prevencgao e controle.

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos para prevencao ou controle da
hiperidricidade é crucial para reducéo das perdas econémicas e desperdicio de recursos
vegetais (GAO et al., 2017), com consequente sucesso na propagacao e conservacao in
vitro. Os métodos de prevencdo dependem da espécie vegetal, uma vez que as
exigéncias nutricionais e ambientais sdo espécie-dependente (LIU et al., 2017),
tornando a ocorréncia de hiperidricidade pouco previsivel, principalmente em plantas
nativas.

Croton lechleri (Euphorbiaceae) é uma espécie arbdérea popularmente
conhecida como Sangue de dragéo, a partir da qual é extraida uma seiva avermelhada
(OSAKADA, 2009) contendo o alcaloide taspina, com propriedades anti-inflamatérias,
antibidticas e cicatrizantes comprovadas cientificamente para diversas
sintomatologias (MEZA; AYALA, 1998; FORERO et al., 2000; JONES, 2003). No
projeto de Reflorestamento Econémico, Consorciado e Adensado (RECA), localizado
no distrito de Nova Califérnia, estado de Rondonia, a seiva extraida € comercializada
como um produto medicinal. Comunidades Amazoénicas relatam a utilizagdo da seiva

para o tratamento de feridas e, adicionado a agua, para tratar processos inflamatorios.
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Os métodos extrativistas e predatorios utilizados na extracéo da seiva, somados
a reproducdo espontanea da espécie, nas areas cultivadas e em terras de varzea, séo
fatores de risco a sobrevivéncia de C. lechleri. Até o presente momento, ndo ha
estudos cientificos sobre técnicas mais eficientes de propagacgéo ex vitro ou in vitro
desenvolvidos no Brasil. O cultivo in vitro € indicado e muito utilizado em plantas com
potencial medicinal comprovado (OLIVEIRA et al., 2011; PIATTI et al., 2011), e a
micropropagacao € o principal método para produzir massivamente plantas
certificadas e padronizadas, com vantagens econdmicas e reconhecida eficacia. No
entanto, desordens morfofisiologicas como a hiperidricidade podem ocorrer durante a
propagacao in vitro, com perdas econémicas e até comprometer o potencial morfogenético
da espécie vegetal. As causas dessa anorma-lidade incluem multiplos fatores, como a
elevada umidade, reduzidas trocas gasosas e constante acumulo de gases como o
etileno dentro dos recipientes de cultivo, além de estresse osmoético, elevada
concentracdo de nitratos, uso de fitorreguladores e aspectos relacionados a fonte de
luz (ABREU et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2012).

Estudos prévios visando a propagacao de Sangue de Dragédo tém evidenciado
a ocorréncia de hiperidricidade, com perdas de até 90% do material cultivado, o que &
agravado com o0s sucessivos subcultivos (dados n&o publicados). Entretanto, os
resultados ja observados séo inconclusivos, e experimentos realizados na tentativa de
reverter essa a condicao hiperidrica ndo foram exitosos.

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho € propor um sistema de vedacao
alternativo com tecido de mascara cirdrgica tripla (MC), de baixo custo e fécil
aguisicdo, para aumentar as trocas gasosas, promover o crescimento e melhorar a
qualidade de Croton lechleri Muell. Arg. propagado in vitro. Mais especificamente,
pretende analisar as principais alteracdes anatdbmicas e fisiologicas decorrentes da
hiperidricidade, como também inovar em tecnologias para a producéo e padronizacao
de matérias primas de espécies nativas da flora brasileira de importancia

farmacol6gica comprovada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O uso de plantas medicinais constitui uma cultura milenar entre os mais
diversos povos, e 0s conhecimentos dessa pratica no tratamento de sintomatologias
foi passado de geracéo a geracao. Croton lechleri conhecida como sangue de dragéo,
produz uma seiva avermelhada contendo o alcaloide taspina, com propriedades
medicinais comprovadas cientificamente. A cultura de tecidos vegetais, tem por base a
teoria da totipoténcia celular, possibilitando a obtencdo de grande nimero de novos
propagulos a partir de uma Unica célula, tecido ou 6rgdo. As vantagens dessa técnica
incluem a multiplicacéo clonal massal, padronizacdo de matérias-primas de espécies
com potencial medicinal, além de possibilitar o estabelecimento de bancos de
germoplasma e colecdes in vitro. Porém, algumas condicfes impostas durante o
cultivo in vitro causam modificacbes morfofisioldgicas e anatdbmicas nas plantas
formadas. Entre as anormalidades observadas em plantas cultivadas in vitro, se destaca
a hiperidricidade, um distlrbio morfofisiolégico caracterizado por retencdo excessiva
de 4gua, no interior das células e nos espacos intercelulares dos tecidos vegetais que
resultam em perdas econdmicas e limitam o potencial de aplicacées dos métodos de

pesquisas cientificas.

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O conhecimento adquirido sobre plantas medicinais e seu uso é transmitido de
geracdo a geracdo ha milhdes de anos para o tratamento, prevencdo e cura de
enfermidades. O uso de fitoterapicos, assim denominado o tratamento com plantas
medicinais (SCHENKEL et al., 2003), destaca-se principalmente nos paises em
desenvolvimento com enfoque nos cuidados primarios em saude (SOUZA-MOREIRA,;
SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil, o Sistema Unico de Satde (SUS) desenvolveu politicas para ampliar
as opcoes terapéuticas oferecidas aos usuarios, mediante o uso de plantas medicinais,
fitoterapicos e outros servicos relacionados (BALBINO; DIAS, 2010). Conforme Almassy
Junior et al. (2005), uma espécie vegetal é caracterizada como planta medicinal quando
possui acao terapéutica independente da forma como é administrada no individuo.

Devido a producéo de metabdlitos secundarios, as plantas medicinais constituem

uma excelente alternativa de substancias bioativas (SILVA, et al., 2014). De acordo
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com o Ministério da Saude (2012), produtos a base de plantas medicinais séo utilizados
por 82% da populagéo brasileira, desde o conhecimento tradicional de comunidades
indigenas até os medicamentos fitoterapicos disponibilizados a populacéo. Acrescenta,
ainda, que aproximadamente 25% dos medicamentos usados e disponiveis na terapéutica
moderna foram desenvolvidos a partir de extratos de plantas, chegando a ultrapassar 60%,
no caso de medicamentos como 0s antitumorais e antimicrobianos.

Na busca por principios ativos em espécies vegetais, que originaram novos
medicamentos, destaca-se diversas areas do conhecimento que abrangem aspectos
agronémicos, botanicos, quimicos, farmacologicos, toxicolégicos (BRANDAO et al,
2010) e biotecnolégicos.

De acordo com Mioto (2010), o mercado econdmico mundial de fitoterapicos é
estimado em US$ 44 bilhdes, enquanto no Brasil estaria entre US$ 350 milhdes e US$
550 milhdes. O autor destaca que, dentre os fitoterapicos registrados na Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), apenas uma minoria é oriunda de plantas nacionais,
portanto, além de pesquisas, sdo necessarios maiores investimentos para domesticar
as espécies e tornar viavel a producao e o desenvolvimento de medicamentos dentro
do territrio nacional.

Através de pesquisas cientificas, tendo como base o conhecimento empirico,
foram comprovadas as propriedades medicinais de diversas espécies de plantas,
inclusive a espécie em estudo (OLIVEIRA et al., 2011; LIMA et al., 2006; SHIBATA et
al., 1996). Vale ressaltar que o uso de remédios em certos casos pode ser oneroso,
enquanto a medicina popular, por meio de plantas medicinais, € uma terapéutica
acessivel as classes sociais mais baixas. Desta forma, evidencia-se a importancia

social e econdmica das plantas medicinais no contexto populacional.

2.2 Croton lechleri

O género Croton representa o segundo maior na familia Euphorbiaceae,
compreendendo aproximadamente 1.200 espécies com maiores ocorréncias e distribuicéo
nas regides tropicais do mundo (GOVAERTS et al., 2000). Devido a grande diversidade na
Regido neotropical, concentra-se maior numero de espécies, principalmente, no
Brasil, na regido das Antilhas e no México (OSAKADA, 2009). No Brasil, ha uma

estimativa de aproximadamente 350 espécies distribuidas em varios ambientes e
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diferentes biomas (BERRY et al., 2005), inclusive no Acre (MEZA; AYALA, 1998;
FORERO et al., 2000).

O género apresenta potencial ecologico, e econdmico, especialmente para a
industria farmacéutica, devido a presenca de metabdlitos secundarios, tais como
alcaloides, flavonoides, terpenoides, taninos e saponinas, que conferem propriedades
terapéuticas em muitas espécies (SANTOS et al., 2015).

Na medicina popular, plantas do género Croton s&o utilizadas para tratar
infeccdes fungicas, doencas gastrointestinais, hipertensao, febre, malaria, inflamacéo,
diabetes, dor, doencas do trato respiratério e como cicatrizante (ALBUQUERQUE et
al., 2007; COSTA et al., 2008; SANTOS et al., 2008; SANTOS et al., 2009, SONG et
al., 2015). Dentre as atividades farmacologicas comprovadas pode-se destacar as
acOes antioxidante (MORAIS et al., 2006; SHUKLA et al., 2009; ROCHA et al., 2008),
anti-inflamatéria e antinociceptiva, leishmanicida (LIMA et al., 2015) citotoxica,
antimicrobiana, antiviral e antidiabética (RODRIGUES et al., 2012; SALATINO;
SALATINO; NEGRI, 2007; VEIGA-JUNIOR et al., 2008).

A espécie C. lechleri Muell. Arg., popularmente conhecida como sangue de
dragdo, € uma arvore pioneira e heliofita de porte médio a grande que pode alcancar
até 20 m de altura, com diametro de 20 a 40 cm. Algumas de suas caracteristicas
botanicas incluem: fuste cilindrico ou cilindrico irregular; copa em formato de para-sol,
com ramas distribuidas de forma irregular; casca externa de coloragdo bege-cinza,
casca interna de coloracao branca ou creme; folhas simples, alternas, palmatinervada
com mais de sete pares de nervuras; consisténcia papiracea; cor verde clara na
superficie abaxial e verde escuro na superficie adaxial, com abundantes pelos nas
nervuras e na superficie das folhas (OSAKADA, 2009).

A planta inicia a floracdo ao completar um ano de idade, com producédo de
inflorescéncias grandes do tipo racimo, flores masculinas abundantes e femininas em
menor quantidade na parte basal, ambas de cor bege-creme (OSAKADA, 2009). Os
frutos possuem coloracdo verde a verde-amarelada, de formato trilocular, deiscentes,
cobertos com tricomas, sendo as sementes pequenas, globosas e oleaginosas
(POLLITO, 2004; POLLITO; TOMAZELLO FILHO, 2007).

Ao sofrer injurias/incisbes mecanicas na periderme ocorre secre¢do abundante de
seiva de cor vermelha, de sabor adstringente e viscoso (OSAKADA, 2009), contendo o

alcaloide taspina, cujas propriedades anti-inflamatdrias, antibidticas e cicatrizantes ja
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foram comprovadas cientificamente para diversas sintomatologias (MEZA; AYALA,
1998; FORERO et al., 2000; JONES, 2003), além do amplo uso pelos povos nativos.

Considerando que a extracdo da seiva, em muitos casos, ainda ocorre de forma
predatoria, através da derrubada da planta ou retirada da casca, isto pode causar injurias
irreversiveis e até a morte da arvore. Aliado a estas questdes, a espécie foi incluida
na categoria CR (perigo critico), pois € encontrada de forma pontual em areas expostas
(terras de varzea), de forma que os agricultores a consideram invasora ou daninha pela
competicdo com as culturas agricolas (FORERO et al., 2000; POLLITO, 2004).

A forma de propagacao dessa espécie, geralmente, ocorre através da germinacao
de sementes e por coleta de mudas em ambientes naturais, podendo também ser
propagados por estaquia. No entanto, Palomino e Barra (2003) constataram que a
propagacao por estacas nao apresenta resultados positivos. Vale ressaltar que esses tipos
convencionais de propagacdo sado disseminadores de patdégenos causadores de
doencas, logo, torna-se importante e necessario, a aplicacdo de novas técnicas de

propagacao e, consequentemente, a domesticacao e conservagéo desta espécie.

2.3 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

Pode ser definida como o cultivo, em ambiente atrtificial e asséptico, de células,
tecidos ou 6rgaos isolados de matrizes selecionadas, com o objetivo principal de
produzir plantas inteiras (XIAO et al., 2011). A técnica tem por base a teoria da
totipoténcia celular, que tem a capacidade e contém informacfes genéticas necessarias
para formar uma planta completa, o que pode ocorrer via organogénese ou mediante a
formacéo de embribes somaticos (BHOJWANI; DANTU, 2013).

A cultura de tecidos é uma é&rea da biotecnologia vegetal que compreende
métodos de propagacao e conservacao de recursos genéticos vegetais em laboratorio,
com aplicagGes em estudos de metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducéo
clonal, massal ou ndo (LAKSHMANAN et al., 2005). Aliado a isso, pode ser empregada
na producao de metabdlitos secundarios de interesse e aplicacdes terapéuticas e que,
por algum impedimento, ndo sao sintetizados (ARNALDOS et al., 2001; PEREIRA,
2003), ou a producéo é nao satisfatoria e/ou onerosa.

As técnicas de cultivo in vitro sdo relevantes como alternativas as limitagbes
em métodos convencionais de multiplicacao de plantas, a exemplo das sementes com

caracteristicas recalcitrantes e/ou que apresentam dorméncia. De acordo com Pinhal et
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al. (2011) o cultivo in vitro possibilita a producdo de plantas micropropagadas em larga
escala, além de fazer inclusdo de espécies em bancos de germoplasma e possibilitar
a troca de recursos genéticos entre instituicoes.

Varios fatores determinam o sucesso do cultivo in vitro, o que inclui a qualidade
da planta matriz e sua condicao de cultivo, além de fatores inerentes ao ambiente de
cultivo in vitro, escolha do explante (meristematico ou ndo) e composi¢cédo do meio de
cultura. No caso do explante, a utilizacdo do embrido zigético destaca-se, pois,
apresenta tecidos meristematicos, natureza juvenil e alto potencial regenerativo
(HU; FERREIRA, 1998), o que possibilita a elucidacao de aspectos fisiolégicos
de desenvolvimento in vitro (TRIQUES et al., 1997). Além disso, garante a
uniformidade e o controle asséptico do material vegetal, dessa forma, auxilia em
trabalhos de micropropagacédo, os quais vém se destacando na cultura de tecidos
pela ampla aplicacéo pratica (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A eficiéncia da cultura in vitro de embrides depende de fatores inerentes a espécie
vegetal e/ou condicOes artificiais impostas ao explante. Os fatores mais citados pela
literatura incluem: maturidade fisiolégica do fruto e semente, protocolo de
desinfestacdo, habilidade do manipulador na excisdo do embrido, condicGes
ambientais de cultivo, qualidade de luz, composi¢éo orgéanica e inorganica do meio de
cultura e adicao de fitorreguladores (NEVES et al., 2002).

A aplicacdo das técnicas e métodos de cultura de tecidos vegetais é citada em
espécies da familia Euphorbiaceae e do género Croton, a saber: micropropagacao de
Croton antisyphiliticus, subarbusto conhecido como pé-de-perdiz e alcanfoeira
(OLIVEIRA et al., 2011); indugao de calos em segmentos foliares de sangra d’agua
(Croton urucurana Bail.) (LIMA et al., 2006); micropropagacdo em grande escala de
Croton sublyratus Kurz. (SHIBATA et al., 1996); organogénese a partir de embrido
zigotico de Hevea brasiliensis (MICHAUX-FERRIERE et al., 1992).

2.4 MICROPROPAGACAO DE PLANTAS

A micropropagacao é indicada para as plantas que apresentam potencial
econdmico e cientifico (OLIVEIRA et al., 2011; PIATTI et al.,, 2011), além de ser
amplamente utilizada no controle e prevencéo de disseminacéo de pragas e doencas,
especialmente em plantas de propagacao vegetativa (MAFIA et al., 2012; ZUZARTE
et al., 2010; REIS et al., 2009). Essa técnica contribui significativamente quando os
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meétodos de propagacado convencionais séo inviaveis do ponto de vista regenerativo de
espécies vegetais que apresentam limitacdes de reproducéo natural. Além disso, possui
relevancia na limpeza clonal e conservacdo em bancos de germoplasma de espécies
exoticas e nativas (MACHADO et al., 2013; PIATTI et al., 2011).

Para o desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao, cada espécie
requer a definicdo do melhor meio de cultura, tipo e origem do explante (COSTA et
al., 2007; JESUS et al., 2010; SUZUKI, 2010) condi¢Bes de cultivo entre outros fatores.
Além disso, o crescimento e desenvolvimento vegetal sdo controlados por horménios
vegetais, sintetizados pela planta, como também pela utilizacdo de reguladores de
crescimento, que funcionam como inibidores ou estimulantes. Sendo assim, a inducéo
de novas brotacdes a partir de gemas axilares € intensificada pela adicdo de
citocininas ao meio de cultivo (AREMU, et al, 2012), sendo o BAP (6-
benzillaminopurina) a mais utilizada devido seu custo beneficio (ASMAR et al., 2011).

As plantas cultivadas in vitro também s&o influenciadas pelas condi¢des do
ambiente no interior dos recipientes de cultivo, que na maioria das vezes
desencadeiam estresse, podendo ocorrer desenvolvimento anormal na estrutura dos
tecidos formados e no metabolismo celular. Como consequéncia, desordens
morfofisioldgicas sdo observadas durante a micropropagacao de plantas, como por
exemplo, a hiperidricidade, causada entre outros fatores, pela elevada umidade
relativa dentro dos recipientes, dosagem alta de carboidrato e reguladores de
crescimento, baixa intensidade de luz (PALMA, et al., 2011; VASCONCELOS et al.,
2012).

2.5 HIPERIDRICIDADE

A hiperidricidade é uma das principais anormalidades observadas em plantas
cultivadas in vitro (FERNADEZ-GARCIA et al., 2011). E um distarbio morfofisiolégico
caracterizado por retencdo excessiva de agua no interior das células e tecidos
(VASCONCELOS et. al., 2012; TIAN et al., 2017), resultando em dificuldades na
multiplicacéo e diferenciacao celular, auséncia ou reduzida formacao de raizes e alta
mortalidade do material in vitro ou ex vitro, principalmente na fase de aclimatizacéo.

Este fendbmeno, além de causar danos econdémicos (GAO et al., 2018), limita as
aplicagcbes dos métodos de pesquisas cientificas uma vez que compromete o

desenvolvimento das plantas. As caracteristicas fenomenoldgicas deste disturbio ja
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foram mencionadas e estudas em varias espécies vegetais (TIAN et al., 2015; GAO
et al., 2017; TABART et al.,, 2015; VAN DEN DRIES et al., 2013). Para melhor
compreensao e caracterizacdo da hiperidricidade, serdo abordadas as caracteristicas
morfoanatémicas, fisioldgicas, bioquimicas, como também as principais causas e

métodos de controle.

2.5.1 Aspectos morfoanatémicos

Plantas e brotacBes hiperidricas apresentam caules e folhas targidos,
espessos, enrugados, torcidos, translucidos, rigidos e facilmente quebraveis (GAO et
al., 2017; LIU et al.,, 2017; BARBOSA, et al., 2013; TIAN et al., 2015), além de
encurtamento dos entrendés e excesso de agua no interior dos tecidos
(VASCONCELOS et. al., 2012; TIAN et al., 2017). Os caules exibem hipertrofia do
parénquima cortical e medular, hipolignificagdo, diminuicdo ou aspecto anormal do
sistema vascular, vasos e traqueides pouco lignificados (KEVERS; GASPAR, 1986,
BERNARD et al., 2015). Nas brota¢cdes observa-se tricomas epidérmicos deformados,
estbmatos fechados na superficie caulinar, colapso nos tecidos vasculares, parede
celular pouco espessada nas células corticais e cilindro vascular desordenado (GAO
et al., 2017).

Os brotos altamente hiperidricos apresentam caules turgidos e folhas enroladas
(retorcidas), multiplicam-se com dificuldade, séo curtos e quebradicos e as folhas
enrugadas sao amareladas e as plantas podem apresentar crescimento lento (TIAN
et al. 2015). Ademais, as folhas hiperidricas possuem um tecido epidérmico imperfeito
com uma fina cuticula intermitente, pouca ou nenhuma cera epicuticular e mau
funcionamento dos estdomatos (GAO et al., 2017, 2018; BARBOSA, et al., 2013;
IVANOVA,; STADEN, 2010). O tecido palicadico é reduzido , o mesofilo com aspecto
esponjoso e com grandes espacos intercelulares, além disso, as células epidérmicas
sdo enrugadas, as células guarda danificadas, estdmatos irregulares com abertura
reduzida, células do mesofilo maiores, paredes finas, nucleo deformado, perda de
nucléolos, estrutura da membrana desintegrada, aumento do volume de vacuolos,
menor numero de mitocondrias, lamela do tilacéide desorganizada, diminuicdo do
grédo de amido no cloroplasto e presenca de vesiculas sugerindo a ocorréncia de
autofagia (GAO et al., 2018; ZEN et al., 2016).
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A hiperidricidade ocorre também em calos e embrides zigoticos e somaticos.
Calos hiperidricos tém aspecto vitreo e aquoso e, em geral, ndo possuem totipoténcia
celular, portanto, sem capacidade regenerativa, constituidos de células do
parénquima sem elementos do xilema (KEVERS et al., 2004). As alteracbes
anatdmicas nos tecidos hiperidricos estéo relacionadas com diversas caracteristicas

fisiologicas e bioquimicas, algumas das quais comentadas a seguir.

2.5.2 Aspectos fisiologicos e bioquimicos

Estresses causados por fatores biéticos e abidticos tém como consequéncia o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem ocasionar distirbios
metabdlicos, alteracdo no sistema redox, danos a macromoléculas e a estrutura
celular (GILL; TUJEDA, 2010). O estresse oxidativo relaciona-se com a
hiperidricidade, pois nas plantas hiperidricas observa-se aumento nos teores de
perdxido de hidrogénio, com a peroxidacdo de lipidios e aumento da atividade de
enzimas do sistema antioxidativo (TIAN et al., 2015).

No cultivo in vitro, as plantas hiperidricas se adaptam preservando sua
homeostase redox e diminuindo o gasto de energia através da diferenciacao celular
(FRANCK et al., 2001). Esse processo pode causar perda irreversivel da capacidade
morfogénica e o estabelecimento de um estado neoplasico das células, ocasionando
necrose do meristema apical (GASPAR et al., 1998; GASPAR et al., 2000).

A hiperidricidade pode ocasionar alteracdes enziméticas na ACC-sintase,
fenilalanina amonioliase (PAL) e peroxidases. Sendo a ACC-sintase responsavel pela
conversdo da S-adenosilmetionina (SAM) em ACC, que é oxidado a etileno. Como a
enzima PAL também é responsavel pela sintese de lignina, explica-se a ocorréncia de
falha na biossintese desse polimero em tecidos hiperidricos (GAO et al., 2017,
PIQUERAS et al., 2002). A 4gua formada em volta das células limita a difusdo do
oxigénio, ocasionando hipoxia, formacao de peroxido de hidrogénio em niveis toxicos e
estresse oxidativo. A hipoxia, além de comprometer a respiragdo, reduz a
disponibilidade de ATP devido a fosforilacdo oxidativa e, energicamente no metabolismo
de plantas, observa-se niveis baixos na producdo de energia quimica na forma de
nucleotideos de piridina, NADPH, NADH e ATP, podendo estar associada a baixos
teores de clorofila e atividade de enzimas da via oxidativa das pentoses-fosfato e da
glicolise (FRANCK et al., 2001).
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Andlises de fluorescéncia da clorofila em folhas hiperidricas indicam reducao
do processo fotoquimico no fotossistema Il, 0 que compromete a capacidade
fotossintética devido aos menores teores de clorofila (ZEN et al., 2016). As partes
aéreas propagadas in vitro estdo sob continua condicdo de estresse, ocasionando
aumento na taxa de producdo de espécies reativas de oxigénio como perédxido de
hidrogénio (H203), radical superoéxido (Oz2°), radical hidroxila (OH), oxigénio singleto (*0z2),
podendo estes provocar danos aos acidos nucleicos, proteinas e lipidios (GASPAR et
al., 2002; ORCHATT et al., 2002).

Para controlar os niveis de ROS, as plantas desenvolveram um sistema
antioxidativo composto por enzimas e metabdlitos que auxiliam nos danos, garantindo
a funcionalidade normal da célula (ANJUM et al., 2011). As principais enzimas que
atuam nesse processo sdo a superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT) e peroxidases (POD) (MITTLER et al., 2004).

2.5.3 Causas e métodos de controle da hiperidricidade

Plantas sdo cultivadas in vitro em ambiente com elevada disponibilidade de
agua, acrescido de macro e micronutrientes, reguladores de crescimento, vitaminas e
acucares prontamente disponiveis, 0os quais fornecem 95% de nutrientes e energia
para os explantes. Na literatura observa-se diferentes microclimas in vitro, que diferem
em funcdo das condi¢cbes requeridas (LAl et al., 2005) e as especificidades dos
explantes, que associados a constituicdo do meio de cultura resultam no complexo
multifatorial conhecido como hiperidricidade (LIU et al., 2017).

Dentre os fatores de impacto estdo os explantes, genotipo, idade fisioldgica,
tipo de 6rgdo (FEI; WEATHERS, 2015; MAYOR et al., 2003; VASUDEVAN; VAN
STADEN, 2011), componentes nutricionais do meio de cultura, reguladores de
crescimento, agentes gelificantes (IVANOVA; VAN STADEN, 2008; VASUDEVAN,;
VAN STADEN, 2011), condi¢cdes do ambiente como intensidade e qualidade de luz e
capacidade de trocas gasosas entre o interior do recipiente e a atmosfera ex vitro
(IVANOVA; VAN STADEN, 2010; SAEZ et al.,, 2012), substancias como SA,
polietilenoglicol (PEG 6000), H20:2 e ions prata (Ag*) (HASSANNEJAD et al., 2012;
SEM; ALIKAMANOGLU, 2013; TIAN et al., 2015; VINOTH; RAVINDHRAN, 2015).

Entre os métodos de controle da hiperidricidade estdo selecdo de gendtipo ou
orgao vegetal (VASUDEVAN; VAN STADEN, 2011), reducdo da concentracdo de NH4*,
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citocininas e/ou auxinas no meio de cultura, aumento na concentracédo de calcio, ferro
e magnésio (IVANOVA; VAN STADEN, 2009; MACHADO et al., 2014; VASUDEVAN,;
VAN STADEN, 2011), uso de estratégias que promovam melhorias no microambiente
de cultivo com consequente diminui¢cdo da umidade relativa dentro dos frascos (SAEZ
et al., 2012; SALEM, 2016), aplicagédo de compostos anti-etileno ao meio de cultura,
tais como AgNOs, SA, CoClz (GAO et al., 2017; HASSANEIN et al., 2017; WANG,; LlI;
ECKER, 2002, MIRZA et al., 2015; ISAH 2015). Os aspectos mencionados na literatura,
tratam sobre prevencao e reverséo da hiperidricidade no cultivo in vitro independente do
explante, dessa forma o desenvolvimento de métodos para prevenir € importante uma vez
que reduz perdas econdmicas e desperdicio de recursos (GAO et al., 2017) além de
auxiliar nas pesquisas cientificas.

Os métodos de prevencdo dependem da espécie, pois as exigéncias nutricionais e
o ambiente de cultivo podem variar de espécie para espécie (LIU et al., 2017), e a
regularidade da ocorréncia de hiperidricidade em espécies especificas deve ser

estudada individual e compreensivamente.

2.6 SISTEMAS DE VEDACAO DOS RECIPIENTES

Os sistemas convencionais utilizados para fechamento dos recipientes no
cultivo in vitro de plantas tém por objetivo evitar a contaminagéo por microrganismos,
dessecacdo dos tecidos e evaporacdo da agua do meio de cultura. Como
consequéncia, podem restringir as trocas gasosas entre 0 ambiente interno e externo,
0 que ocasiona um microambiente propicio a alta umidade e danos morfofisiolégicos
e anatdbmicos ao material vegetal cultivado. Plantas mantidas em sistemas
convencionais de vedacao tém reducédo nas taxas de transpiracdo e transporte de ions
dependentes do fluxo de massa (SALDANHA, et al., 2012), reducdo no contetdo de
pigmentos fotossintetizantes (CHA-UM; ULZIIBAT; KIRDMANEE, 2010), aumento da
concentracdo interna de gases como etileno que em altas concentragdes
desencadeiam processos que contribuem para desordens morfofisiolégicas como a
hiperidricidade (SAHER et al., 2004) e consequentemente o desenvolvimento das
plantas.

De forma contraria, os sistemas de vedacdo que permitem maiores trocas
gasosas, pela abertura parcial dos tubos ou utilizagcdo de membranas permeaveis aos

gases, favorecem o crescimento e desenvolvimento das plantas (IAREMA et al.,
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2012), uma vez que reduz a umidade, evita acumulo de gases, além de fornecer o
aumento da concentragédo de COz, favorecendo a expansao foliar, maiores atividades
fotossintéticas e prevencao de desordens morfofisiolégicas (PINHEIRO et al., 2013;
GAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2012). Além disso, ao evitar 0 acumulo de
gases, sdo observados aumento e melhoria do fluxo transpiratério, como também
maior sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacdo (NEPOMUCENO et al.,
2009).

Os tipos de vedacdes aplicados ao cultivo de plantas in vitro incluem tampdes
de algodéao, de espuma de poliuretano, papel de aluminio, tampa de ac¢o inoxidavel,
tampa de polipropileno, filme PVC (policloreto de vinil) entre outras alternativas
(SALDANHA, et al., 2012; RIBEIRO, et al., 2007). Neste contexto, varios experimentos
foram propostos e avaliados para analisar a influéncia do tipo de vedacdo dos
recipientes no cultivo in vitro sobre caracteristicas relacionadas ao crescimento,

desenvolvimento, aspectos anatdmicos e fisiolégicos do material cultivado in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Biotecnologia e Anatomia Vegetal
da Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, utilizando-se a espécie Sangue de
dragao (Croton lechleri). Dois experimentos foram conduzidos, o primeiro para avaliar os
efeitos do sistema de vedacado associado ao tipo de explante, e 0 segundo para quantificar
e comparar as consequéncias da hiperidricidade na anatomia e fisiologia de C. lechleri
propagado in vitro.

3.1 MATERIAL BOTANICO

Embrides zigdticos foram utilizados como explante. Para tanto, infrutescéncias
com frutos em estadio fisiologico proximo a deiscéncia, caracterizados por mesocarpo
esverdeado e presenca de remanescentes florais, foram coletados de uma matriz,
localizada nas coordenadas 9°57°27.1”S, 67°52'29.2”W no Parque Zoobotanico da
Universidade Federal do Acre. ApGs a coleta, as infrutescéncias foram conduzidas até o
laboratorio e, com auxilio de alicate odontolégico e pinga, os frutos foram abertos
manualmente para a retirada das sementes. Visando a padronizacdo, as sementes foram
classificadas e selecionadas de acordo com a coloragdo marrom do tegumento (Figura 1).

Figura 1 - Material botanico e procedimentos utilizados para a obtencdo e
padronizacdo das sementes de Croton lechleri, Rio Branco, Acre

Iy

Notas: A: Matriz; B: infrutescéncia; C: fruto; D: fruto sendo aberto; E: sementes padronizadas em placa de
petri; F: semente; G: embriéo zigotico individualizado; mz: matriz; if: infrutescéncia; sp: sacola plastica;
pjl: ponto de juncéo do loco; rf: remanescentes florais; ao: alicate odontoldgico; fr: fruto; pp: placa de
petri; se: sementes; ra: raque; hi: hilo; ca: carlincula; co: cotilédones; er: eixo radicular. Barras: A, B e
C:1mm;D,E,F,G:1cm.
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3.2 ESTABELECIMENTO DE PLANTAS IN VITRO E CONDICAO DE CULTIVO

Inicialmente, sob condi¢ao de fluxo laminar, as sementes foram submersas em
alcool etilico 70 % (v/v) durante 1 minuto, seguida de 15 minutos em solucao de hipoclorito
de sodio (NaOCI) (1,0 a 1,25% de cloro ativo v/v), contendo uma gota de Tween-80 para
cada 50 mL dessa solucdo, ambas as etapas com homogeneizacao da solugédo mediante
agitacdo manual. Por fim, o material foi lavado trés vezes com agua de osmose reversa
e autoclavada para a remocéao de residuos dos agentes desinfetantes. Posteriormente,
com o auxilio de um estereomicroscopio, pinc¢a e bisturi, as sementes foram seccionadas
para a extragdo do embrido zigotico, sendo este imediatamente transferido para tubo de
ensaio (25 mm x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura (Figura 2).

Figura 2 - Esquema do processo de desinfestacdo das sementes e extracdo do
embrido zigotico de Croton lechleri, Rio Branco, Acre

Tween-80

Triplice
H,O (O.A)
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Embriao Seccionada Semente

O meio de cultura consistiu da formulacéo de QL (QUOIRIN; LEPROIVRE, 1977)
adicionado de sacarose (30 g.L %), pH 5,8 + 0,1, solidificado com Phytagel (2,2 g.L ). O
processo de esterilizacdo do meio de cultura foi por autoclave de calor umido a 121 °C e
1,3 atm de presséao por 20 minutos. Nos primeiros sete dias os embrides zigéticos foram
mantidos no escuro para minimizar possiveis problemas de oxidacdo, depois
transferidos para sala de cultivo a temperatura de 25 °C + 2 °C e 16 horas de
fotoperiodo, fornecido por duas lampadas fluorescentes tubulares de 20 W mantidas
a 25 cm de distancia dos tubos de ensaio.

Decorridos 35 dias do estabelecimento in vitro, as plantas formadas foram
submetidas a trés subcultivos, a intervalos de 35 dias, mediante a transferéncia dos

segmentos caulinares para meio fresco.
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3.3 EXPERIMENTO 1

Para avaliar o efeito do sistema de vedacéo e tipo de explantes na propagacao
in vitro de C. lechleri, utilizou-se segmentos da regido mediana com uma gema axilar
ou apical com um primaordio foliar, ambos com aproximadamente 1 cm de comprimento,
provenientes de plantas do terceiro subcultivo (Item 3.2). Foi utilizado o meio QL,
acrescido de AIB (0,5 mg.L?), 30 g.L* de sacarose, pH ajustado para 5,8 + 0,1, solidificado
com 7 g.L! de Agar. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2 x 2,
apresentados por dois sistemas de vedacao dos tubos (MC: tecido de mascara cirurgica
tripla e PVC: plastico filme de policloreto de vinila) e dois tipos de explantes (apical e
mediano), em delineamento inteiramente casualizado (Figura 3). As condi¢Oes da sala de
cultivo foram semelhantes as descritas no item 3.2.

Figura 3 - Esquema representativo do material vegetal e tratamentos (tipo de explante
e sistema de vedacéao) utilizados na propagacao in vitro de Croton lechleri,
Rio Branco, Acre

Tipos de segmentos £ 7
1 / Apice
U Planta do Mediana
Planta orlL_mda de 39 suboultivo
embriao
zigético in vitro
MC PVC
Sistemas de vedacao

3.3.1 Descricao dos sistemas de vedacédo e caracterizacdo dos materiais utilizados
nas trocas gasosas

O sistema de vedacéo alternativo, constituido pela mascara cirargica (MC), foi
obtido a partir de fragmentos de 7 cm? contendo as trés camadas de tecidos (Figura 4),
gue depois de seccionados foram autoclavados por 20 minutos. Posteriormente, sob
condicao de fluxo laminar, cada fragdo da méascara foi individualizada e fixada ao tubo
de ensaio com auxilio de liga de borracha (Figura 4 C). A mascara utilizada consistiu

de trés camadas, duas mais externas e mais porosas (Figura 4 D), e uma central de
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menor porosidade (Figura 4 E). O sistema proposto no presente estudo, consistiu de
um método alternativo e inédito, com menor custo e maior acessibilidade quando
comparado as membranas importadas e aos demais sistemas alternativos ja
desenvolvidos.

Figura 4 - Méascara cirurgica com tripla camada (MC) e filme de PVC (PVC), utilizados
como vedacdo na propagacdo in vitro Croton lechleri, e imagens
estereomicroscopicas da superficie de cada componente, Rio Branco, Acre

—— Esquema real

Esquema didatico « J

Esquema didatico
— 1° Camada
~——» Camada superior 1
3° camada

Notas: A: mascara cirdrgica com tripla camada; B: plastico filme de policloreto de vinila; C: sistema de
vedagdo MC e PVC; D: estereomicrografias das camadas inferior e superior; E: tecido da
camada central; F: camadas de PVC sobrepostas ou ndo; G: mascara intacta (com tripla
camada); H: esquema didatico das camadas que compde a mascara,; |: esquema didatico das
camadas que comp@e o sistema de vedacdo PVC; Ib: liga de borracha; pf: plastico filme; ft:
fibras; bp: base preta; cc: fibra da camada central; b: base; c1, c2 e c3: camadas de PVC; cs:
camada superior. Barra: A,Be C: 2cm - D, E, F e G: 1000 pm.

camada central

! 0 ————————» camada inferior

O segundo tipo de vedacao foi obtido pela sobreposicéo de trés camadas de
filme de policloreto de vinila (PVC) (Figura 4 F). A caracterizagcdo dos materiais usados
nos sistemas de vedacéo foi realizada com auxilio de um estereomicroscépio Leica®
modelo EZ4 HD. Para tanto, as imagens foram obtidas a partir dos componentes

isolados e em conjunto.
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3.3.2 Taxa de perda de vapor d’agua

Os tubos de ensaio com os tipos de vedacgéo foram caracterizados quanto a taxa
de perda de vapor d’agua em condigdes de sala de crescimento (item 3.2) utilizando um
método gravimétrico. Para tanto, os tubos selados com mascara cirtrgica (MC) ou
policloreto de vinila (PCV), e contendo 10 mL de meio de cultura, foram pesados em
balanca analitica (0,0001 g) a cada sete dias e a perda de massa calculada por 60 dias.

3.3.3 Caracteristicas de crescimento

Decorridos 60 dias de cultivo in vitro foram avaliados o numero de folhas

expandidas (NF), o numero (NR) e comprimento de raizes (CR) por broto inicial.
3.5 EXPERIMENTO 2

Para realizacdo da comparagcdo anatdmica de plantas normais, hiperidricas e
revertidas cultivadas in vitro, utilizou-se plantas de Croton lechleri cultivadas em campo
experimental (in vivo). Para tanto, coletou-se brotagdes caulinares das plantas, as quais
foram seccionadas para obtencéo de folha e caule (Figura 5).

Figura 5 - Plantas matrizes de Croton lechleri, oriundas do desenvolvimento de embrides
zig6ticos in vitro e cultivadas a campo (in vivo), usadas nos estudos
anatémicos, Rio Branco, Acre
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Notas: A: planta in vivo (campo); B: detalhe da brotacdo com caule em estrutura primaria e folha; C:
folha; D: caule da brotagdo ampliados; Barras: A: 0,5 m; B: 5 cm; C: 2 cm; D: 5mm.
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Para comparacao anatémica e fisiologica utilizou-se plantas em condicdo normal,
hiperidrica e revertida, oriundas de um experimento de reversdo da hiperidricidade. Para
tanto coletou-se folhas, entre 0 3° e 4° ndés no sentido apice-base de forma a se obter
folhas completamente expandidas, apice e caule de plantas in vitro nas condicdes
citadas acima (Figura 6).

Figura 6 - Aspecto inicial de planta normal, hiperidrica e revertida de Croton lechleri
propagadas in vitro, indicando as estruturas botanicas (apice, folhas e base
caulinar) utilizadas nos estudos anatémicos, Rio Branco, Acre

Normal Hiperidrica
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Nota: A: plantas normais; B: brotacdo hiperidricas; C: plantas que reverteu a condigdo de
hiperidricidade; D: folha normal; E: folha hiperidrica; F: folha revertida; G: caule normal; H: caule
hiperidrico; I: caule revertido; f: folha; c: caule: r: raiz; nc: nervura central da folha; br: brotacéo
lateral. Barras: A, B e C: 1000 um; D, E, F, G, H e I: 100 pm.
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3.4.1 Andlises anatdbmicas

As etapas de fixacao, desidratacdo, pré-infiltracao, infiltracdo, polimerizacéo e
emblocamento do material vegetal, foram realizadas conforme o seguinte protocolo:
fixacdo em solucéo de FAA 70% (formaldeido 37-40 %, acido acético glacial 100 % e
etanol 70 % 1:1:18 v/v) por 48 horas, as quais foram conservadas em etanol 70 %
(JOHANSEN, 1940). Logo apds, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
etilica crescente (70%, 80%, 90% - 100%, 100%), por uma hora cada (sob vacuo) em cada
concentracdo; seguido de pré-infiltracdo com alcool etilico 100% mais resina na
proporcao de 1:1 por 24 horas — sendo uma hora sob vacuo; Posteriormente o material
foi mantido durante 6 horas em resina pura (Historesina Leica®), com aplicacdo de
vacuo por uma hora e 24 horas em resina pura — sendo uma hora sob vacuo. Por fim,
foi realizado a etapa de infiltracdo com resina pura e pé ativador por por 24 horas,
aplicando-se 3 horas sob vacuo, seguido de polimerizacdo e secagem em estufa a
temperatura de 40 °C por 24 horas.

Em sequéncia, seccOes transversais (experimentos 1 e 2) e longitudinais
(experimento 2) seriados de 5 um de espessura foram obtidas em micrétomo de rotacéo
manual (Leica®, RM212RT), que posteriormente foram distendidos sobre agua e
aderidas as laminas microscoépicas em placa aquecida a 40 °C. Por fim, as secc¢es histo-
l6gicas foram coradas com Azul de Toluidina (0,5%) e montadas com Entellan® (Merck).

As laminas foram visualizadas e analisadas sob microscépio de luz Leica®
DM750 e os resultados registrados com sistema de captura de imagem Leica® ICC50
HD. Para caracterizacdo histologica foram considerados caracteres qualitativos
(descricao das principais estruturas) e quantitativos: espessura da epiderme nas faces
adaxial e abaxial, incluindo a cuticula (EEAD e EEAB, mm), nimero de células do
parénquima palicadico (NPP), espessura da camada de parénquima palicadico e
lacunoso (EPP e EPL, mm) e espessura total do limbo foliar (ELF, mm). No
experimento 2, avaliou-se todos o0s atributos mencionados no experimento 1,
acrescentando apenas a area ocupada com espacos intercelulares (EI mm?). As
medidas biométricas foram realizadas com o software Fiji/image;.

3.4.2 Conteudo relativo de agua e dano de membrana

Para avaliar o conteudo relativo de agua (CRA), foram retiradas folhas da regiao

mediana do caule de plantas cultivadas in vitro nas condi¢des normal, hiperidrica e
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revertida e pesadas para obtencdo da massa fresca (MF). Em seguida, as folhas foram
imersas em 20 mL de agua de osmose reversa por 24 horas a 4 °C no escuro. Apos esse
periodo, foram novamente pesadas para obtencédo da massa turgida (MT). Depois, foram
secas em estufa a 65 °C, com circulacéo forcada, até obtencéo de massa constante, para
aquisicao da massa seca (MS). O CRA foi obtido utilizando a férmula CRA = [(MF-MS) /
(MT-MS)] x 100, (CAIRO, 1995).

O dano de membrana (DM) foi estimado a partir do vazamento de eletrolitos
utilizando 100 mg de folhas hiperidricas, normais e revertidas. Estas foram imersas em
10 mL de &gua de osmose reversa por 24 horas. Apos esse periodo, foi medida a
condutividade elétrica da suspenséao (C1). Em seguida, o material foi colocado em banho-
maria a 100 °C por uma hora e, apos o resfriamento, realizou-se nova medicdo de
condutividade elétrica (C2). Para obtencéo do DM, utilizou-se a formula DM = (C1/C2) x
100 (SILVA, et al., 2010).

3.4.3 Determinacao dos teores de clorofilas e carotenoides

Para a determinag&o da concentragdo de clorofilas e carotenoides, amostras de
50 mg de folhas foram picotadas e inseridas em 5 mL de acetona 80 % (v/v), onde
permaneceram por 48 horas no escuro sob refrigeracédo constante. As absorbancias dos
extratos foram lidas em espectrofotbmetro nos comprimentos de ondas de 664 nm, 646
nm e 470 nm, e os teores de pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a e b; e carotenoides)

foram estimados para os experimentos 1 e 2, conforme Lichtenthaler (1987).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das variaveis foram submetidos as verificacbes da presenca de
dados discrepantes pelo teste de Grubbs (1969), normalidade dos erros pelo teste de
Shapiro-Wilk (1965), e homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett (1937).
Posteriormente efetuou-se a analise de variancia pelo teste F. E quando o valor F
indicou existir diferenca entre os tratamentos, realizou-se a comparacdo de suas
médias pelo teste de Tukey (1949) para os efeitos isolados e a interagdo entre os
fatores estudados, além de analise de regressédo para numero de dias na perda de

vapor d’agua do experimento 1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sistemas de vedacdo e tipos de explantes avaliados influenciaram
significativamente o crescimento e fisiologia de C. lechleri propagado in vitro, com
diferencas nos aspectos de crescimento, taxa de perda de vapor d’agua dos
recipientes, pigmentos fotossintéticos e na anatomia foliar das plantas. Também foram
constatadas diferencas significativas nas caracteristicas anatémicas e fisiolégicas em
funcéo da condigdo da planta ou brotacao (normal, hiperidrica e revertida).

4.1 EXPERIMENTO 1

No presente estudo, o0 sistema alternativo de vedacéo proposto néo resultou em
contaminacdo por fungo ou bactéria. Além disso, o tecido da méscara cirargica
permaneceu intacto quando submetido a autoclavagem. Com relagcéo a ocorréncia de
hiperidricidade, ndo foram observados efeitos dos tratamentos aplicados. Em estudos
prévios realizados com C. lechleri, houve elevado nimero de brotacdes hiperidricas
guando segmentos caulinares oriundos do terceiro subcultivo foram cultivados sob
sistema de vedacao convencional (PVC). Na presente pesquisa, apenas um explante
apical, cultivado em sistema PVC, exibiu sintomas de hiperidricidade. No entanto, quando
as plantas formadas foram multiplicadas subseguentemente (no segundo subcultivo) sob
0S mesmos tratamentos, houve aumento do nimero de plantas hiperidricas, no sistema
de vedacéo PVC e explante da regido apical (dados nao apresentados).

Nesse contexto, a auséncia de problemas com hiperidricidade, principalmente
no sistema PVC, pode estar relacionada ao reduzido numero de subcultivos realizados
e a variabilidade genética inerente a utilizacdo de embrides zigéticos. Apesar do
resultado observado, sabe-se que a alta umidade relativa e a baixa troca gasosa in
vitro, comuns em sistemas convencionais de vedacdo, ttm como consequéncia a
reducdo da transpiracdo, absorcdo excessiva e acumulo de agua nos tecidos, que
somados a outros fatores do meio de cultura, podem resultar em elevada porcentagem
de plantas hiperidricas. Além disso, os fatores de estresse in vitro causam aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), com inibicdo do transporte de
elétrons e consequente dano oxidativo aos componentes da membrana do
fotossistema Il (PSIl) (CHAKRABARTY et al., 2006).

Acrescenta-se, ainda, que embora a hiperidricidade seja uma desordem fisioldgica
comum em sistemas de cultivo in vitro, ndo é previsivel e depende de multiplos fatores
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gue desencadeiam mudancas morfofisiologicas e anatbmicas (PALMA et al., 2011).
Sendo assim, o desenvolvimento de estudos acerca dos componentes do meio de
cultura e tipo de vedacao séo essenciais para prevenir, reduzir ou reverter a condi¢ao
hiperidrica (TABART et al., 2015). Varios estudos ja reportaram os efeitos benéficos
do aumento das trocas gasosas na reducdo da hiperidricidade (IVANOVA; VAN
STADEN, 2009; RODRIGUES; COSTA, 2017; NETO et al., 2018).

Com relacdo ao crescimento das plantas, os explantes apicais resultaram na
formacao desuniforme das plantas, independentemente do tipo de vedacao (Figura 7 A
e B). Além disso, no sistema PVC, foram observadas plantas menos vigorosas e maior
acumulo de vapor d’agua no interior dos tubos de ensaio (Figura 7 B e D), enquanto que
segmentos caulinares provenientes da regido mediana e cultivados com tecido de mascara

cirdrgica tripla (MC) possibilitaram maior uniformidade e vigor das plantas (Figura 7 C).

Figura 7 - Aspecto geral das plantas de Croton lechleri propagadas in vitro em funcao

do sistema de vedacdo (MC: tecido de mascara cirlrgica e PVC: policloreto

de vinila) e tipo de explantes (AP: apical e ME: mediano), Rio Branco, Acre
MC PVC

Nota: A e C: plantas em sistema de vedacédo com tecido de mascara cirargica tripla (MC), oriundas de
segmentos da regido apical (AP) e mediana (ME) respectivamente; B e D: plantas em sistema
de vedagédo com plastico de policloreto de vinila (PVC) oriundas de segmentos da regido apical
(AP) e mediana (ME) respectivamente; setas em A e C, mostrando diminuigcdo do meio de cultura
e em B e D condensagéo de vapor de agua.

N&o houve interacdo dos fatores analisados, porém o tipo de vedacédo e explante
influenciou de forma isolada no crescimento das plantas. Diferencas significativas

foram constatadas apenas para o numero de folhas expandias (NF), nUmero de raizes
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(NR) e comprimento de raizes (CR) por brotacdo (Tabela 1). A altura de planta e o0 nimero
de brota¢cbes ndo foram influenciados pelo sistema de vedagao ou tipo de explante.

Tabela 1 - Numero de folhas expandidas (NF), numero de raizes (NR) e comprimento
de raizes (CR) de plantas de Croton lechleri propagadas in vitro em funcéo
do sistema de vedacéo e tipo de explante, Rio Branco, Acre

NF NR CR
Explante Sistema de vedacdo  Sistema de vedacao Sistema de vedacéao
PVC MC Média PVC MC Média PVC MC Média

AP 4,2 3,8 40b 0,7 1,6 12a 1,2 1,2 12b
ME 4.4 5,8 5la 1,2 2,2 1,7a 2,2 2,9 25a
Média 43a 4.8a 10b 19a l17a 21la

CV (%) 48,50 103,57 101,50

Notas: AP: regido apical; ME: regi&o mediana; PVC: plastico filme de policloreto de vinila; MC: tecido
de méscara cirargica tripla. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem ente si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Maior nimero de folhas e comprimento de raizes foram observados a partir de
explantes da regido mediana (ME), enquanto o sistema de vedacado alternativo (MC)
promoveu maior numero de raizes (Tabela 1). Provavelmente, as melhorias observadas
nas caracteristicas de crescimento avaliadas foram uma consequéncia da maior
guantidade de reservas nutritivas em explantes oriundos do segmento mediano, maior
diferenciacéo dos tecidos vasculares e nivel endégeno de horménios. Assis e Teixeira
(1998) afirmam que a concentracdo enddégena de horménios, promotores e inibidores,
varia com a idade fisiol6gica e cronolégica dos tecidos e cada tecido de uma mesma
planta pode responder distintamente. Segundo Santos, Tamaki e Neivola (2010), a
utilizacdo de segmentos caulinares obtidos da regido mediana resultou em maior nimero
de raizes e folhas em Acanthostachys strobilacea, cultivado in vitro.

De acordo com Gould e Murashige (1985), os sistemas convencionais de
cultivo in vitro podem contribuir para o acumulo de produtos quimicos volateis, que
reduzem a disponibilidade de oxigénio para a transpiracdo, com alteracdes na atmosfera
do interior dos frascos e influéncia direta no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Nesse contexto, além da condicéo fisiologica do tipo de explante, a vedacao
alternativa proposta no presente estudo, com tecido de mascara cirargica (MC), pode
ter contribuido para os resultados observados mediante a maior troca gasosa.

Melhorias no crescimento in vitro foram reportados por Nepomuceno et al.

(2009) para Anadenanthera colubrina (Vell.), que observaram aumento do compri-
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mento e da quantidade das raizes quando cultivados com fechamento de tampéao de
algodédo. O uso de sistemas alternativos de vedagéo visando melhorias nas plantas
micropropagadas é relatado em diversas espécies (ARIGITA et al., 2010; IVANOVA;
VAN STADEN, 2010; KOZAI, 2010; IAREMA et al., 2012), objetivando prevenir,
minimizar ou reverter a hiperidricidade (NETO et al., 2018).

Segundo larema et al. (2012) as trocas gasosas podem estimular o crescimento
das plantas, melhorando a capacidade de absorcdo de nutrientes, uma vez que o
transporte de ions no meio de cultura baseia-se no fluxo de seiva do xilema, que é
estimulado ao reduzir a umidade nos recipientes devido a maior perda de agua
(SALDANHA et al., 2012). Outra caracteristica dos sistemas alternativos de fechamento
dos recipientes consiste na reducao da umidade relativa no interior dos frascos, o que
evita 0 acumulo de gases e proporciona o aumento da disponibilidade de CO2, com
consequente melhoria da expansao foliar e maior atividade fotossintética (PINHEIRO
et al., 2013; GAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2012). Analisando a taxa de perda
de vapor d’agua, houve diferencas entre os sistemas de vedacdo, com
comportamento quadratico em funcdo do tempo de cultivo in vitro. Comparado a
vedacdo com PVC, o sistema alternativo (MC) proporcionou maior permeabilidade,
evidenciada pela maxima taxa de perda de vapor d’agua (1,62), registrada aos 47 dias
de cultivo. No sistema PVC a maior taxa de perda de vapor d’agua (0,27) foi observada

aos 36 dias de cultivo (Figura 8).

Figura 8 - Taxa de perda de vapor d’agua, avaliada até os 53 dias de cultivo, nos tubos
vedados com policloreto de vinila (PVC) e tecido de mascara cirurgica tripla
(MC), Rio Branco, Acre
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A elevada troca gasosa observada no sistema alternativo proposto pode estar
associada a porosidade do tecido que compde a mascara utilizada, a qual além do
menor custo, possui facil aquisicdo quando comparada as membranas importadas e
demais sistemas alternativos desenvolvidos por outros autores. Saldanha et al. (2012)
afirmam que o numero de camadas e a qualidade do material utilizado como sistema
de vedacéo influenciam significativamente a taxa de perda de vapor d’agua e a troca
de CO:2 por hora, havendo maior desidratacdo do meio de cultura como consequéncia
de sistemas com maior porosidade.

Semelhante ao verificado para o crescimento, houve efeito benéfico e
significativo dos sistemas de vedacéo e tipo de explante no contetdo de pigmentos
fotossintéticos. Maiores teores de carotenoides e clorofila total foram observados em
sistema alternativo de vedacado, enquanto maior conteudo de clorofila a foi verificado
em plantas formadas de explantes da regido mediana no sistema MC (p < 0,05)
(Tabela 2). Para a clorofila b (Chl b) n&o houve efeito dos fatores avaliados. Dessa
forma, os melhores resultados em relacdo aos pigmentos fotossintéticos foram
atribuidos ao sistema de vedacao composto por tecidos obtidos da mascara cirdrgica

e explantes provenientes da regido mediana.

Tabela 2 - Pigmentos fotossintéticos de plantas de Croton lechleri propagadas in vitro
em funcao do sistema de vedacao e tipo de explante, Rio Branco, Acre

Chla Car Chl total
Explante Sistema de vedacdo Sistema de vedacao Sistema de vedacao
PVC MC Média PVC MC Média PVC MC Média
AP 1,49aA 2,09bA 1,79 031 050 040a 1,92 2,70 2,31b
ME 1,82aB 3,29aA 256 037 060 048a 234 414 324a
Média 1,66 2,69 0,34b 0,55a 2,18b 3,45a
CV (%) 18,37 23,03 20,45

Notas: MC: sistema com tecido de méscara cirlrgica; PVC: sistema com plastico filme de policloreto
de vinila. Médias seguidas de mesma letra, na coluna mindscula e na linha mailscula, ndo
diferem ente si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O menor conteudo de clorofila de plantas cultivadas sob reduzidas trocas
gasosas pode estar relacionado ao acumulo de etileno no interior dos frascos de
cultivo (ZOBAYED et al., 1999). De acordo com os autores, o maior teor de pigmentos
fotossintéticos em plantas de Brassica oleracea é decorrente da inibigdo do etileno,
como consequéncia da adicao de nitrato de prata ao meio de cultura e ao aumento

das trocas gasosas nos recipientes de cultivo. Em geral, o0 aumento nos niveis de
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etileno na atmosfera in vitro esta associado com a producéo de peroxido de hidrogénio
e, consequentemente, ao aumento na atividade de peroxidase (SAHER et al., 2004).
No presente estudo, a menor permeabilidade do sistema PVC pode ter causado
acumulo de etileno no interior dos tubos de ensaio, uma vez que sob essas condicbes
houve menor contetdo de pigmentos fotossintéticos, estando estes relacionados com
condicbes de estresse. O incremento na biossintese de pigmentos fotossintetizantes é
reportado em outras espécies vegetais propagadas in vitro em sistemas que
possibilitam o aumento das trocas gasosas (IVANOVA; VAN STADEN, 2010;
MOHAMED; ALDASON, 2010; SALDANHA et al., 2012). O aumento das trocas
gasosas também favoreceu significativamente a anatomia foliar de C. lechleri.
Analisando as seccdes transversais foi observado que plantas formadas em sistema
de vedacéo alternativo (MC), e provenientes de explantes apical (AP) e mediano (ME),
tiveram idioblastos como drusas, limbo foliar e parénquima palicadicos maiores,
continuos e uniformes (Figura 9 A e C). Por outro lado, plantas formadas no sistema
de vedacdo PVC evidenciaram descontinuidade e menor numero de células do
parénquima palicadico, menor espessura do limbo foliar e da camada de parénquima
palicadico. Estes resultados estdo em concordancia com o menor crescimento e
conteudo de pigmentos observados em sistema convencional de vedagao (PVC).

Figura9 - Seccbes transversais do limbo foliar de plantas de Croton lechleri
propagadas in vitro em funcéo do sistemas de vedacéo e tipo de explante,
Rio Branco, Acre

Notas: A e B: regido apical; C e D: regido mediana; PVC: plastico filme; MC: tecido de mascara
cirirgica tripla; ep: epiderme; es: estdmatos; ei: espaco intercelular; fv: feixe vascular; pl:
parénquima lacunoso; pp: parénquima paligadico; d: drusa. Barras: A, B, C e D: 50 pm.
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Quanto as caracteristicas biométricas avaliadas, houve apenas efeitos isolados
para o sistema vedacéo e tipo de explante. A espessura da camada de parénquima
lacunoso (EPL), e espessura das epidermes adaxial (EEAD) e abaxial (EEAB) néo
foram significativamente influenciadas pelos fatores em estudo. Diferencas
significativas entre os tratamentos aplicados foram verificadas para o numero de
células do parénquima palicadico (NPP), espessura da camada de parénquima palicadico
(EPP) e espessura do limbo foliar (ELF) (Tabela 3).

Tabela 3 - Anatomia foliar de plantas de Croton lechleri propagadas in vitro em funcao
do sistema de vedacéo e tipos de explante, Rio Branco, Acre

NPP (n°) EPP (mm) ELF (mm)
Explante Sistema de vedacao Sistema de vedagédo Sistema de vedacao
PVC MC Média PVC MC Média PVC MC Média
AP 12,0 13,0 125a 0,03 0,04 0,03b 0,10 0,11 0,10 a
ME 125 165 145a 004 005 0,04a 0,11 012 O0O/1la
Média 122b 14,7 a 0,03b 0,04 a 0,10b 0O,11a
CV (%) 15,12 13,97 11,27

Notas: PVC: plastico filme; MC: tecido de mascara cirlrgica tripla; AP: regido apical; ME: regido
mediana; NPP: numero de células do parénquima pali¢cadico; EPP: espessura do parénquima
palicadico: ELF: espessura do limbo foliar. Médias seguidas de mesma letra n&o diferem ente
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O sistema alternativo de vedacdo (MC) resultou em aumento do numero de
células, maior espessura da camada de parénquima palicadico e maior espessamento
do limbo foliar (Tabela 3). Quanto ao tipo de explante, as diferencas foram observadas
apenas para a espessura da camada de parénquima palicadico (EPP),
significativamente maior para explantes da regido mediana. O NPP e ELF nao
diferiram (p > 0,05) entre os explantes, mas os segmentos medianos promoveram as
maiores médias.

Melhorias na anatomia de plantas arbodreas cultivadas in vitro sob sistemas
alternativos de vedacédo sao reportadas por Moreira (2008). Segundo esse autor, a
utilizacdo de tampas com membranas milipore® promoveu maior espessura das
epidermes adaxial e abaxial, parénquima palicadico e lacunoso e limbo foliar de
plantas de Annona glabra. O aumento do nimero de células e o maior espessamento
do parénquima palicadico, observados no presente estudo, sdo importantes por estar
estritamente relacionados ao processo fotossintético e a sobrevivéncia das plantas

micropropagadas na fase de aclimatizacao.
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Silva et al. (2014) ao estudarem o crescimento e anatomia foliar de Cattleya
walkeriana cultivada in vitro em ambiente com ventilacdo natural, observaram efeitos
significativos como a maior espessura do mesofilo foliar e crescimento das plantas.
Segundo Zobayed, Armstrong e Armstrong (2001) a utilizacdo de sistemas de
vedacao com maiores trocas gasosas tem como consequéncia o aumento nos niveis
de COz, com beneficios a anatomia foliar de plantas de tabaco e couve-flor.

A maior permeabilidade proporcionada por sistemas de cultivo auxilia no
desenvolvimento dos tecidos devido a reducdo do efeito toxico provocado pelo
acumulo de gases (DAMIANI; SCHUCH, 2009). Esses resultados diferem do que ocorre
nos sistemas convencionais, nos quais observa-se dificuldade de trocas gasosas, que
influenciam a estrutura e morfologia das células e tecidos (PARK et al., 2004; SANTANA
et al., 2008). Além disso, segundo Mills et al. (2004) ambientes com maior transpiracéo

favorecem um desenvolvimento melhor do sistema vascular e anatémico das plantas.

4.2 EXPERIMENTO 2

A hiperidricidade afetou significativamente a anatomia e fisiologia de C. lechleri
propagado in vitro. Para todos os érgdos analisados, foram observadas diferencas na
formacdo e organizacdo das estruturas anatbmicas entre as condicdes
morfofisioldgicas avaliadas (campo, normal, hiperidrica e revertida).

As analises anatbmicas do caule de brotacdes laterais de plantas cultivadas in
vivo evidenciaram estruturas mais desenvolvidas e bem organizadas, com poucos
espacos intercelulares no parénquima cortical, epiderme uniestratificada com presenca
de tricomas estrelados, colénquima formado por seis ou sete camadas de células, cinco ou
seis camadas de células formando o parénquima cortical, além da formacdo de alguns
idioblastos com drusas (Figura 10).

Internamente as células do parénquima cortical localiza-se o esclerénquima,
formando uma bainha cilindrica composta por células com paredes secundarias, com

pronunciado espessamento e reducéo do protoplasma (Figura 10).
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Figura 10 - Seccbes transversais do caule da regido mediana de brotagdo lateral de
Croton lechleri cultivado in vivo, Rio Branco, Acre

Notas: A: viséo geral da seccéo transversal do caule; B e C: detalhes dos feixes vasculares, da
epiderme, colénquima e parénquima cortical; D: esclerénquima, floema e cambio vascular; E:
Detalhe das células de conducéo do xilema e floema interno. me: medula cortical; cv: cilindro
vascular; ec: esclerénquima; fl: floema; ca: cambio vascular; co: colénquima; pc: parénquima
cortical; ep: epiderme; xi: xilema; Barras: A: 500 pm; B: 200 um; C, D e E: 50 um.

Entre o cambio vascular e o esclerénquima estéo localizadas as células do
floema, sendo o cambio vascular constituido por varias camadas de células formando
uma bainha cilindrica continua, com xilema e medula cortical bem desenvolvidos em
toda extensdo do feixe vascular (Figura 10). Além disso, observa-se o inicio da
transicao entre crescimento primario e secundario, com consequente espessamento
do caule.

A nervura central de folhas de plantas in vivo tem formato biconvexo. A
epiderme € composta por uma Unica camada de células e revestida por uma fina
cuticula, com células de formato isodiamétrico e paredes uniformemente espessadas,
com presenga de muitos tricomas. Internamente a epiderme, envolta da nervura,
ocorrem as células colenquimaticas formada por sete a oito camadas, seguidas de
células parenquimaticas, ambos apresentando idioblastos com drusas.

Externamente ao xilema estd o cambio vascular constituido por células
formando um anel cilindrico em volta do feixe vascular, externamente ao cambio
células do floema e em seguida com o mesmo formato cilindrico do cambio células do
esclerénquima. O sistema vascular é organizado em dois arcos, sendo o arco abaxial
maior, e outro ao centro da nervura (Figura 11).
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Figura1ll - SeccOes transversais da nervura central de plantas de Croton lechleri
cultivadas in vivo (campo), Rio Branco, Acre

drusas; D: detalhe dos arcos que compde a nervura central; ep: epiderme; ec: esclerénquima,;
fv: feixe vascular; pl: parénquima lacunoso; co: colénquima; dr: drusa; xi: xilema; fl: floema; ca:
cambio vascular; If: canais laticiferos. Barras: A: 500 um; B: 50 um; e D: 200 um.

As estruturas observadas no presente estudo, para nervura central de plantas
in vivo, sdo semelhantes as descritas por Sa-Haiad et al. (2009) que verificaram
estrutura biconvexa, sistema vascular organizado em dois arcos e quatro a seis
camadas de parénquima lacunoso. Além disso, idioblastos com drusas séo
frequentes, caracteristica também registrada para outras espécies do género, como
C. argyrophylloides, C. blanchetianus, C. heliotropiifolium (SILVA, 2015), C. vulnerarius
(SA-HAIAD et al., 2009) e C. cordiifolius (ALVES et al., 2017).

Estruturas semelhantes as observadas em folhas de plantas cultivadas in vivo
foram identificadas em folhas normais sob condic¢des in vitro. Nas plantas hiperidricas,
observou-se auséncia de estruturas fundamentais associadas a sustentacdo e
desenvolvimento da planta. Observando a anatomia do caule de plantas normais in
vitro, verifica-se formacdo de parénquima, colénquima e esclerénquima, poucos
espacos intercelulares, presenca do cambio e cilindro vascular formando uma faixa
continua (Figura 12 A, B e C). Ao contrario do caule de brotacdes hiperidricas, com
maiores espacos intercelulares, auséncia de colénquima e esclerénquima, descon-
tinuidade do cambio e cilindro vascular, e malformagéo estrutural (Figura 12 D, E e F).
Nas plantas que reverteram a condi¢&o hiperidrica, observou-se melhoria no arranjo das
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células colenquimaticas, esclerenquimaticas e do cambio vascular, além de poucos
espacos intercelulares, comparada as hiperidricas (Figura 12).

Figura 12 - Seccdes transversais do caule de plantas normais, hiperidricas e revertidas
de Croton lechleri propagadas in vitro, Rio Branco, Acre

cortical; cv: cilindro vascular; ec: esclerénquima; fl: floema; ca: cambio vascular; co:
colénquima; pc: parénquima cortical; ep: epiderme; xi: xilema; ei: espaco intercelular. Barras:
A, DeG:500um; B,C, E,F,He l: 50 um.

Na nervura central de plantas cultivadas in vitro foi observado apenas um arco
de feixe vascular localizado na regiao central. Estruturas como esclerénquima, floema
e cambio vascular sdo observados apenas em plantas normais, enquanto o xilema foi
constatado nas trés condicbes (normal, hiperidrica e revertida), com menor
desenvolvimento nas brotag6es hiperidricas. Além disso, a hiperidricidade causou
uma desorganizagdo das células localizadas ao centro da nervura, sendo possivel
identificar apenas o feixe vascular pouco desenvolvido, células parenquiméaticas e
muito espacos intercelulares (Figura 13 D, E e F). Nas plantas revertidas, apesar do arranjo
emaranhado das células, observa-se uma melhor organizacdo das células e
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estruturacdo do parénquima e colénquima, e consequentemente menos espacos
intercelulares (Figura 13).

Figura 13- Seccao transversal da nervura central de plantas normais, hiperidrica e
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Notas: A, B e C: nervura de planta normal; B: detalhe do colénquima na fase adaxial; C: centro da
nervura central; D, E e F: nervura de brotagéo hiperidrica; E: detalhe do colénquima; F: centro
da nervura; G, H e I: nervura de plantas revertidas; H: detalhe do colénquima; I: centro da
nervura; ep: epiderme; ec: esclerénquima; fv: feixe vascular; pl: parénquima lacunoso; co:
colénquima; xi: xilema; fl: floema; ca: cambio vascular; ei: espacos intercelulares. Barras: A, D
e G:500 um e C, F e I: 200 pm.
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Tecidos parenquimaticos e colenquimaticos apresentam similaridade e sdo
sedes de processos fisiologicos e atividades essenciais, como fotossintese,
assimilacdo, respiracdo, armazenamento, preenchimento e sustentacdo para o
vegetal (PACE; SOFFIATTI, 2013). Logo, a inexisténcia ou malformacédo desses
tecidos pode influenciar negativamente o desenvolvimento das plantas. Além disso,
0s tecidos parenquimaticos tém intima relacdo com a fotossintese e, o maior
desenvolvimento desse tecido pode permitir maior fixacdo de CO2 (CASTRO;
PEREIRA; PAIVA, 2009).

O esclerénquima, assim como os tecidos parenquimaticos e colenquimaticos,
desempenha um papel importante na estrutura das plantas. As caracteristicas do
esclerénquima incluem paredes secundarias e lignificadas cujas principais funcdes
sdo mecanicas e de sustentacdo. Essas células sdo capazes de resistirem a tensdes
como alongamento, tor¢do, peso, pressdo, sem que haja danos as células mais
macias (PACE; SOFFIATTI, 2013). J4 o cambio vascular, é o tecido meristematico
gue origina os tecidos condutores xilema e floema, responsaveis pelo transporte e
distribuicdo de fotoassimilados na planta. Logo, a malformag&o ou inexisténcia do
cambio, implica em consequéncias negativas para o desenvolvimento e crescimento
das plantas.

Com relacdo a organizacdo anatémica do apice caulinar, as plantas normais e
revertidas tiveram estruturas semelhantes como por exemplo a presenca de
primérdios foliares, e boa organizacdo estrutural, com presenca de procambio,
meristema fundamental e apical evidentes. Diferentemente da anatomia do apice de
brotacdes hiperidricas, onde observa-se uma descontinuidade do procambio,
auséncia de primordios foliar bem definidos e de células com caracteristicas
meristematicas (Figura 14).
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Figura 14 - Seccao longitudinal do apice caulinar e gema axilar de plantas normais,
hiperidricas e revertidas de Croton lechleri propagadas in vitro, Rio Branco,

- 4 - v

Notas: A, B e C: planta normal; D, E e F: brotac¢éo hiperidrica; G, H e I: planta revertida. pc: procambio;
ac: apice caulinar; pf: primoérdio foliar; tr: tricomas; ga: gema axilar; mf: meristema fundamental;
Barras: A, D e G: 500 um; B, E e H: 50 um; C, F e I: 50 pum.

A ma formacdo do meristema apical observado nas plantas hiperidricas, pode
causar a perda irreversivel da capacidade morfogénica e o estabelecimento de um estado
neoplasico das células, similar & formacéo do cancer em animais, culminando com necrose
do meristema apical (GASPAR et al., 1998; GASPAR et al., 2000) e consequentemente
morte da planta, ou apenas interferir em processos futuros de desenvolvimento. Isso
porque o grupo de células meristematicas do apice caulinar, mediante sucessivas divisbes
mitéticas, formam o alicerce do corpo da planta (SAJO, 2013).

Em seccdo transversal do limbo foliar de C. lechleri, observa-se estrutura
dorsiventral, anfiestomaticas, com epiderme uniestratificada, parénquima palicadico
formado por duas camadas de células mais alongadas que ocupam cerca da metade
da espessura do mesofilo. Alguns idioblastos com drusas encontram-se entre essas
células, o parénquima lacunoso é constituido de cinco a seis camadas de células
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irregulares ligadas entre si, porém com alguns espacos intercelulares formando
algumas lacunas ao longo da lamina foliar (Figura 15 A).

Para as plantas cultivadas in vitro, na condi¢gao normal e revertida, verifica-se
um melhor arranjo e uniformidade estrutural, quando comparadas a anatomia de
folhas hiperidricas, as quais sdo caracterizadas por uma deformidade da epiderme,
descontinuidade nas células dos parénquimas pali¢cadico e lacunoso, além de maiores

espacos intercelulares (Figura 15).

Figura 15 - Seccao transversal do limbo foliar de plantas de Croton lechleri cultivadas
em campo e propagadas in vitro (normais, hiperidricas e revertidas), Rio
Branco, Acre

Notas: A: folha de planta in vivo; B: planta in vitro, normal; C: folha hiperidrica; D: planta in vitro,
revertida. ep: epiderme; es: estdmatos; ei: espaco intercelular; fv: feixe vascular; pl: parénquima
lacunoso; pp: parénquima palicadico; d: drusa. Barras: A, B, C e D: 50 pum.

As diferencas visuais observadas na anatomia in vivo e in vitro foram
confirmadas pela andlise biométrica. Em plantas cultivadas in vivo, a espessura do
limbo foliar (ELF) e o numero de células (NPP) e espessura do parénquima palicadico
(EPP) foram significativamente maiores que as cultivadas in vitro. Comparando a
anatomia in vitro, plantas normais e revertidas tiveram maior espessura do limbo
(ELF), numero de células (NPP) e espessura da camada do parénquima palicadico
(EPP). Diferentemente das brotacdes hiperidricas, onde observa-se maiores espacos
intercelulares (EI) e menores NP, EPP e ELF (Tabela 4).
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Tabela 4 - Anatomia foliar de plantas de Croton lechleri cultivadas em campo e
propagadas in vitro (normais, hiperidricas e revertidas), Rio Branco, Acre

NPP EPP EPL ELF EPAD EPAB El

CONDICAO
N° e [0 I mm?

Campo 30a 0,076a 0,058a 0,135a 0,008b 0,009b 0,001b
Normal 24b 0,047b 0,041b 0,084b 0,010ab 0,009ab 0,001b
Hiperidrica 10d 0,026c¢c 0,037b 0,060c 0,011ab 0,013a 0,010a

Revertida 16c 0,037bc 0032b 0,07/1bc 0,013a 0,010ab 0,005b

Notas: NPP: ndamero de células do parénquima palicadico; EPP: espessura da camada de parénquima
palicadico; EPL: espessura da camada de parénquima lacunoso; EPAD: espessura da
epiderme adaxial; EPAB = espessura da epiderme abaxial; ELF: espessura do limbo foliar; EI:
area ocupada por espago intercelular; Médias seguidas de mesma letra na coluna, nédo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

Diferengas estruturais na anatomia de plantas cultivadas in vivo e in vitro séo
reportadas para outras espécies vegetais (REZENDE et al., 2008; DOUSSEAU, et al.,
2008; CHIRINEA, et al., 2012), e podem ser atribuidas as condicdes ambientais e
nutricionais impostas pelo cultivo in vitro. Um dos problemas relacionados a
propagacdo de plantas in vitro é a baixa transpiracdo, o que pode influenciar o
desenvolvimento dos tecidos vasculares (MARTINS et al., 2012).

Efeitos negativos da hiperidricidade sé&o reportados por Zen et al. (2016) com
Pogostemon cablin, que constataram menor nimero de células e espessura do
parénquima palicadico, bem como maiores espacgos intercelulares. O
desenvolvimento irregular de algumas estruturas celulares em 6rgaos hiperidricos,
pode estar diretamente ligado a baixa lignificacdo da parede celular, e as alteracdes
morfolégicas de células parenquimaticas decorrentes do acumulo de &gua,
caracteristica comum associada a tecidos hiperidricos (PALMA et al., 2011).
Acrescenta-se, ainda, que a deformacdo da epiderme observada em folhas
hiperidricas afeta estruturalmente os estématos (BARBOSA et al., 2013) podendo
ocorrer desorganizacao no mesofilo, e desta forma compromete processos fisiologicos
vitais das plantas, como a fotossintese (PALMA, et al., 2011).

Para os aspectos fisioldgicos, observou-se diferenca significativa para as

variaveis analisadas. Nas brotacdes de plantas hiperidricas houve maior dano de
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membrana (DM) e conteldo relativo de agua (CRA) (Figura 16) e menor teores de
pigmentos fotossintéticos (Figura 17).

Figura 16 - Dano de membrana (DM) e conteudo relativo de 4gua (CRA) de plantas
normais, hiperidricas e revertidas de Croton lechleri propagadas in vitro,
Rio Branco, Acre
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Notas: HH: hiperidrica; N: normal; R: revertida; DM: dano de membrana; CRA: conteldo relativo de
agua. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% probabilidade.

Provavelmente, a redu¢do no numero, comprimento e arranjo das células dos
parénquimas clorofilianos estejam associados com a maior formacdo de espacos
intercelulares, e consequentemente maior conteudo relativo de agua nos tecidos e
menor conteudo de pigmentos fotossintéticos (GAO et al., 2017; ZEN et al., 2016). A
diminuicdo de células palicadicas acarreta um baixo conteudo de clorofila, devido os
cloroplastos estarem localizados em maior quantidade nesse tipo de parénquima (YU
et al.,, 2010), fato comprovado por Chakrabarty et al. (2006) ao observar que a
hiperidricidade causou danos as membranas do tilacoides e diminuigdo no numero de

cloroplastos.
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Figural7 - Teores de pigmentos fotossintéticos de plantas normais, hiperidricas e
revertidas de Croton lechleri propagadas in vitro, Rio Branco, Acre
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Notas: HH: hiperidrica; N: normal; R: revertida; Chl a: clorofila a; Chl b: clorofila b; Car: carotenoides;
Chl total: clorofila total. Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

De acordo com Klerk e Pramanik (2017) a inundacéo do apoplasto é o principal
fator que causa a hiperidricidade, pois a reducdo das trocas gasosas pode levar a
anaerobiose e acumulo de gases como etileno, os quais sao induzidos pela atmosfera
formada nos recipientes de cultivo in vitro associados a composicdo do meio de
cultura. Além disso, a excessiva absorcdo de agua e inundacdo do apoplasto
aumentam a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (VAN VAN DRIES et
al., 2013), entretanto, os mecanismos associados a excessiva hidratacdo nas células

e tecidos ainda ndo estdo comprendidos (GAO et al., 2017).
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de segmentos caulinares, excisados da regido mediana da planta
e cultivados no sistema alternativo de vedac&o proposto, promove melhorias nos
aspectos anatébmicos, fisiologicos e crescimento de Croton lechleri propagado in vitro.
Brotacdes hiperidricas tiveram maior area com espagos intercelulares no
mesofilo, acimulo de agua nos tecidos, que associados a auséncia ou reducdo nas
estruturas anatbmicas afetam negativamente a fisiologia e o desenvolvimento das

culturas in vitro.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora estudos prévios tenham demonstrado alta porcentagem de
hiperidricidade em C. lechleri propagado in vitro a partir de segmentos nodais,
oriundos do terceiro subcultivo e mantidos em sistema de vedacdo convencional
(PVC), no presente estudo ndo se observou a formacao de plantas hiperidricas até 60
dias de cultivo. No entanto, um maior numero de subcultivos sucessivos pode estar
associado ao aumento expressivo da hiperidricidade, principalmente quando
associado ao sistema de vedacdo com PVC, uma vez que houve decréscimo nas
caracteristicas anatémicas e fisiolégicas e menor troca gasosa nesse tipo de vedacao.

Os resultados da presente pesquisa evidenciam que o sistema de vedacao
proposto com tecido de mascara cirurgica tripla € eficiente como alternativa ao sistema
convencional, pois possibilita maior trocas gasosas no recipiente e melhoria na
anatomia e fisiologia das plantas formadas, podendo dessa forma prevenir ou regular
a ocorréncia de hiperidricidade em C. lechleri.

Com base nas alteracdes anatbmicas e fisioldgicas observadas em brotacfes
hiperidricas, ressalta-se a importancia de futuros experimentos para determinar a
composi¢cdo do meio de cultura, visto que altas concentracdes de nitrogénio e baixa

de célcio estédo diretamente associadas a ocorréncia de hiperidricidade.
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Resumo da analise de variancia para numero de folhas expandidas
(NF), nimero de raizes (NR) e comprimento de raizes (CR) de plantas
de Croton lechleri propagadas in vitro em funcdo do sistema de
vedacao e tipo de explante, no experimento 1

Fonte de variagéo GL

Quadrado médio

NBR NF/BR NR CR CBR
Sistema de vedacdo 1 0,22" 542" 14,22** 2,17 1,35"
Explante 1 0,50ns 20,85* 555 30,03* 0,00"s
SV x Exp 1 0,05 14,44 0,05"M 2,47 1,69"s
Erro 68 0,22 4,85 2,32 3,65 0,85
Total 71 - - - - -
CV (%) - 40,55 48,50 103,57 101,50 53,01

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. SV (Sistema de vedacao); Exp (explante).

APENDICE B -

Resumo da andlise de variancia para concentracdo de pigmentos
fotossintéticos de plantas de Croton lechleri propagadas in vitro em
funcdo do sistema de vedacéo e tipo de explante, no experimento 1

Fonte de variagéo GL

Quadrado médio

Car Chlb Chla  Chl total
Sistema de vedacdo 1 0,18** 0,26 4,28** 6,63**
Explante 1 0,03" 0,11 2,34 3,48**
SV x Exp 1 0,00"s 0,02 0,76* 1,04ns
Erro 12 0,01 0,06 0,16 0,32
Total 15 - - - -
CV (%) - 23,03 40,87 18,37 20,45

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. SV (Sistema de vedacao); Exp (Explante).
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APENDICE C - Resumo da andalise de variancia para anatomia foliar de plantas de
Croton lechleri propagadas in vitro em funcdo do sistema de vedacéo
e tipos de explante no experimento 1

Quadrado médio

Fonte de variacao GL
NPP EPP EPL EEAD EEAB ELF

Sistema de vedagdo 1 25,00* 0,00 0,00 0,00 0,00"™ 0,00*

Explante 1 16,00™ 0,00+ 0,00 o0,00" 0,00 0,00
SV x Exp 1 9,00"™ 0,00 000" 0,00 0,00 0,00
Erro 12 4,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 15 - - - - -

CV (%) - 15,12 13,97 16,00 14,70 14,82 11,27

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. SV (Sistema de vedacao); Exp (Explante).

APENDICE D - Resumo da andlise de variancia para taxa de perda de vapor d’agua,
até os 53 dias de cultivo, nos tubos vedados com policloreto de vinila
(PVC) e tecido de méascara cirurgica tripla (MC), no experimento 1
Quadrado médio

Fonte de variacéo GL

PVDA
Sistema de vedacgao 1 16,33**
Dias 5 2,41*
SV x Dias 5 1,03**
Erro 120 0,03
Total 131 -
CV (%) 29,87

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. SV (Sistema de vedacgao); PVDA (perda de vapor d’agua).

APENDICE E - Resumo da andlise de variancia para dano de membrana (DM) e
conteudo relativo de agua (CRA) de plantas normais, hiperidricas e
revertidas de Croton lechleri propagadas in vitro, no experimento 2
Quadrado médio

Fonte de variagdo GL

CRA DM
Tratamento 2 128,96* 30,07**
Erro 6 16,86 1,18
Total 8 - -
CV (%) 7,03 3,68

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. tratamento (plantas na condi¢@o normal, hiperidrica e revertida).
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APENDICE F- Resumo da analise de variancia para concentracdo de pigmentos
fotossintéticos de plantas normais, hiperidricas e revertidas de Croton
lechleri propagadas in vitro, no experimento 2
Quadrado médio

Car Chl a Chlb Chl total

Fonte de variacao GL

Tratamento 2 0,18** 2,88 0,20  4,60**
Erro 9 0,00 0,10 0,00 0,00
Total 11 - - - -
CV (%) - 27,11 29,60 18,37 25,62

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. tratamento (plantas na condi¢@o normal, hiperidrica e revertida).

APENDICE G - Resumo da andlise de variancia para anatomia foliar de plantas de
Croton lechleri cultivadas em campo e propagadas in vitro (normais,
hiperidricas e revertidas), no experimento 2

Fonte de GL Quadrado médio

variagédo El NPP EPP EPL EEAD EEAB ELF
Tratamento 3  0,00* 230,97** 0,00** 0,00  0,00* 0,00*  0,00*
Erro 8 0,01 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 11 - - - - - -

CV (%) 36,53 19,91 13,84 18,18 15,44 14,75 14,14

Notas: 1. " ndo significativo (p>0,05); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01),
2. Tratamento (plantas na condigdo normal, hiperidrica e revertida).



