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INTRODUCAO GERAL

Bromeliaceae

Bromeliaceae inclui cerca de 60 géneros e 3.248 espécies, apresentando uma
distribuicao quase exclusivamente Neotropical (Luther 2010), sendo citada apenas a espécie
Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed existente na costa ocidental da Africa. A
familia era dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae.
Atualmente, a nova classificacdo proposta, baseada em andlises filogenéticas, divide esta
familia em oito subfamilias: Brochinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Bromelioideae (Givnish et al. 2007, Givnish et al.
2011). Bromeliaceae estd presente em praticamente todos os ambientes, estendendo-se do
nivel do mar a cordilheira dos Andes e desde locais imidos como a Mata Atlantica até regides
secas como a Caatinga (Nunes 2006). No Brasil, ocorrem cerca de 40% das espécies e 73%
dos géneros (Leme & Marigo 1993).

A familia retine plantas terrestres, epifitas ou rupicolas. Suas folhas frequentemente
formam densas rosetas, geralmente com espinhos (Souza & Lorenzi 2005), apresentando uma
superficie recoberta por tricomas especializados (escamas foliares) de diversas formas, sendo
apéndices para a absorcdo de umidade e nutrientes (Benzing 2000).Uma grande importancia
ecoldgica € associada as bromélias, pois muitas espécies possuem “tanque”, que sao estruturas
formadas pela sobreposicdo das folhas da roseta que tem a funcdode um reservatério de dgua
e nutrientes (Benzing 2000), servindo de habitat, local de reproducdo e alimentacdo para
pequenos animais que vivem associados.

No Brasil as bromélias sdo particularmente comuns em florestas umidas,
principalmente na Mata Atlantica (Souza & Lorenzi 2005), que abriga cerca de 80% dos
géneros (Leme & Marigo 1993). Este bioma é um dos hotspots de biodiversidade
reconhecidos no mundo, dreas que perderam pelo menos 70% da sua cobertura vegetal
original, mas que apresentam um alto grau de endemismo (Galindo-Leal & Camara 2005).

A bromélia Nidularium minutum Mez. habita uma regido coberta predominante pela
Mata Atlantica. Esta espécie possui habito terrestre e se propaga por estolho, apresentando
caracteristicas que a conferem um grande potencial ornamental, como a folhagem de
coloragdo verde-clara intensa, com bricteas verdes e as extremidades avermelhadas e
pequenas flores brancas pontuando o centro da inflorescéncia (Tavares & Barros 2009). Esta
espécie € endémica da Serra de Paranapiacaba, localizada no Estado de Sdo Paulo, regido que

abriga a Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba. Esta Reserva abrange uma



area de 336 hectares e possui relevo caracterizado pela presenca de morros, com altitudes
variando entre 750 e 891 metros. De acordo com a caracteristica climdtica regional, essa drea
apresenta um regime de chuvas com os maiores totais pluviométricos mensais nas estacdes de
primavera-verdo e os menores nas de outono-inverno (Gutjahr & Tavares 2009). Em relacdo a
temperatura, estes mesmos autores relatam que a proximidade do oceano e a ocorréncia da
Mata Atlantica atuam como fatores que diminuem os valores térmicos extremos, com
temperaturas nao muito elevadas no verdo, ao redor de 21°C, nem muito frias no inverno,
entre 14 e 15°C, o que leva a classificacdo do clima como tropical de altitude.

Devido a grande diversidade de espécies, tipica arquitetura foliar e variacdo
morfoldgica, as bromélias ocupam lugar de destaque entre as plantas ornamentais produzidas
e comercializadas no Brasil. A presenca de bricteas e flores vistosas que podem durar varios
meses e folhas que t€ém um apelo visual elevado, lhes conferem um valor estético muito
apreciado no mercado de plantas ornamentais. Além disso, sdo plantas de alta durabilidade,
sendo muito utilizadas no paisagismo (Nunes 2006). Entretanto, a coleta predatéria de
exemplares para comercializacdo e a depredacdo de seu ambiente natural sdo os principais
responsaveis pela drastica reduc¢do ou até mesmo pela extin¢do, de inimeras espécies destas
plantas (Pereira et al. 2008). No caso de N. minutum, além de endémica, consta como
vulnerdvel na Lista publicada no Livro Vermelho das Espécies Vegetais Ameacadas de
Extincdo (Mamede et al. 2007). Deste modo, sdo relevantes medidas de conservagdo para esta

espécie.

Formaciao de uma colecdo in vitro de crescimento lento visando a preservacio de
espécies ameacadas

z

A conservagdo de plantas é uma tarefa que requer uma variedade de ferramentas. A
protecdo das plantas in situ, isto é, no habitat natural em que ela ocorre, é de importincia
primdria, mas nem sempre € suficiente para garantir a sobrevivéncia da espécie (Pence 2011).
Quando isto ocorre, outros métodos podem ser usados para aumentar e suplementar esta
protecdao, sendo que as técnicas ex situ (conservacdo fora do ambiente natural) podem
representar a Unica op¢do para conservar espécies raras e altamente ameacadas (Engelmann
2011).

Os programas de conservacdo siao realizados por organiza¢des nacionais e
internacionais e por jardins botanicos ou instituicdes similares. Eles envolvem uma gama de
estratégias diferentes incluindo estudos genéticos e ecoldgicos de plantas, gestdao de habitat e
conservagdo ex situ no campo e bancos de sementes (Fay 1992). Em adicdo, técnicas de

cultivo in vitro sdo usadas em certas circunstincias.



Cultura de tecidos vegetais é o termo usado para uma série de procedimentos
empregados para manter e crescer células de plantas (calos, células, protoplastos) e 6rgaos
(caules, raizes, embrides) de modo asséptico (in vitro) em um meio nutritivo e ambiente
controlado, o que permite obter plantas livres de doencas (Hartmann et al. 2002). A
miniaturizacdo das plantas reduz espago e, consequentemente, o custo laboratorial para a
manuten¢do das mesmas (Engelmann 2011). Esta técnica pode ser utilizada para propagacao,
melhoramento de plantas, preservacao de germoplasma, entre outros.

O processo de preservacgado in vitro apresenta diversas vantagens sobre o processo de
conservagao ex situ no campo, e dentre elas destacam-se a necessidade de menor espago para
dispor o material; a manutencdo de material vegetal livre de pragas e patégenos; a
disponibilidade de material para ser imediatamente propagado; a reducdo dos custos de
manutencao; a elevada taxa de multiplicacdo, independentemente de condicdes climadticas; a
reducdo da erosdo genética; e a simplificacdo e eficiéncia do processo de intercambio de
germoplasma (Fortes & Pereira 2001).

Na literatura existem diversos relatos sobre o uso do cultivo in vitro para a propagacao
de plantas de interesse agricola (Lemos et al. 2002, Hao & Deng 2003), madeireiro (Nunes et
al. 2002, Renau-Morata et al. 2006, Sarmast et al. 2012), farmacéutico (Islam et al. 2005,
Camillo et al. 2009), plantas ornamentais (Aranda-Peres et al. 2009, Avila-Diaz et al. 2009,
Santos et al. 2010), entre outros. O uso desta técnica para plantas ameagadas tem provado ser
util para uma extensiva gama de espécies, sendo possivel citar o seu uso em trabalhos recentes
para uma espécie da India (Polygonatum verticillatum (L.) All.) (Bisht et al. 2012) e outra da
Tailandia (Stemona hutanguriana W.Chuakul) (Prathanturarug et al. 2012). A cultura de
tecidos pode produzir uma grande quantidade de plantas a partir de um minimo de material
vegetal original, o que representa um baixo impacto na populag¢do nativa em extingao (Souza
et al. 2009). Ademais, as plantas oriundas de sementes podem ser usadas para suplementar o
estoque natural de populacdes de plantas silvestres.

Por meio do cultivo in vitro € possivel a formacdo de uma cole¢do de plantas,
reduzindo-se o crescimento destas na condi¢do in vitro, sem prejudicar o seu
desenvolvimento. Esta metodologia pode contribuir para a formacdo de um banco de
germoplasma constituido por sementes de varias populacdes da mesma espécie, garantindo a
variabilidade genotipica necessdria a programas de conservagdo (Vieira 2000, Carneiro &
Mansur 2004).

A manuten¢do dos recursos fitogenéticos se executa quando sao feitas mudangas no
ambiente de cultivo para desacelerar o crescimento das plantas, sendo que o objetivo €

aumentar a0 méaximo o periodo de subcultivo ou estendé-lo indefinidamente, para com isso se



reduzir a mao de obra e o espaco necessdrio (George 1993). Deste modo, é possivel a
formacdo de colegdes in vitro de crescimento lento.

Entre os varios métodos para se produzir uma colecdo in vitro de crescimento lento
estd a reducao da luz, do oxigénio, da concentracdo de nutrientes e da temperatura (Evans et
al. 2003), além da suplementacdo com agentes osmoticos e inibidores de crescimento (Souza
et al. 2009). Withers (1985) sugere a reducdo da temperatura de crescimento como primeiro
fator limitante a ser testado, ja que a baixa temperatura no cultivo in vitro reduz a acio de
enzimas e do metabolismo geral das plantas (Lemos et al. 2002), sendo considerado o fator
mais importante para limitar o crescimento das plantas (Souza et al. 2009).

Para plantas de clima temperado, € vidvel o uso de temperaturas variando de 0 a 5°C
(Rao 2004), tendo como exemplo o cultivo in vitro a 4°C de macieira (Malus pumila cv. Gala)
(Hao & Deng 2003) e 5°C para Drosophyllum lusitanicum (L.) Link. (Gongalves & Romano
2007). Espécies de clima tropical podem sofrer injurias com o uso de temperaturas abaixo de
10°C para a formacdo de uma cole¢do in vitro de crescimento lento (Benson 2008), por isso é
recomendado o uso de temperaturas acima de 15°C (Pierik 1987, Rao 2004, Souza et al.
2009). Como exemplo para espécies tropicais, pode-se citar o uso da temperatura de 18°C
para a redugdo do cultivo in vitro de Syngonanthus mucugensis Giul. subsp. mucugensis
(Lima-Brito et al. 2011) e 15°C para as bromélias tropicais Vriesea inflata (Wawra) Wawra
(Pedroso et al. 2010) e Alcantarea imperialis (Carriére) Harms (Mollo et al. 2011). Nao ha
relatos sobre o cultivo in vitro de N. minutum em baixas temperaturas.

Todavia, para cada espécie existe um limite térmico que reduz o crescimento sem
provocar danos, por isso sdo necessdrias investigacoes para se determinar qual € a temperatura
de cultivo in vitro ideal, para se formar uma colecdo de crescimento lento, levando em conta
esses aspectos. Tem sido relatado que a tolerdncia a baixas temperaturas pode induzir
adaptagdes morfoldgicas e fisiolégicas nas plantas, sendo importante conhecer quais as

adaptacgdes envolvidas caso seja identificada a resisténcia ao frio pela bromélia N. minutum.

Alteracoes morfologicas e fisiologicas durante a exposicao a baixas temperaturas

A baixa temperatura pode levar a modificacdes na morfologia externa e interna das
plantas. De acordo com Majada et al. (2000), embora as caracteristicas anatomicas das folhas
sejam determinadas geneticamente, as condicdes ambientais tém forte influéncia sobre as suas
estruturas.

Um aumento na espessura das folhas foi relatado para Brassica napus L. var. oleifera
L. ao ser submetida a baixa temperatura (Stefanowska et al. 1999). Quando cultivada na

temperatura de 2°C, as folhas dessa espécie apresentaram uma espessura maior quando



comparadas com as plantas cultivadas a 20°C (dia)/15°C (noite). Este aumento na espessura
também foi encontrado para o espinafre (Spinacia oleracea L. cv. Savoy), que apresentou de
duas a trés camadas de parénquima palicddico quando cultivado a 5°C, com uma espessura de
567 um, e de uma a duas camadas deste mesmo parénquima a 16°C, tendo uma espessura de
290 um (Boese & Huner 1990). Estes mesmos autores atribuiram essa alteragdo a resisténcia
a fotoinibi¢do, j4 que a atenuacdo da luz absorvida pelas células do parénquima palicddico
pode reduzir a proporcao de células expostas a alta intensidade luminosa.

O tamanho das células do parénquima também pode sofrer influéncia da temperatura.
Em Brassica napus var. oleifera foi verificado aumento no comprimento das células dos
parénquimas palicddico e lacunoso e também das células epidérmicas da face adaxial e
abaxial da folha quando expostas a 2°C e comparadas com aquelas a 20°C (dia)/15°C (noite)
(Stefanowska et al. 1999). Os autores relatam uma mudanga no padrdo da expansdo das
células devido a exposicao ao frio. As células das plantas crescidas a 20°C (dia)/15°C (noite)
apresentaram decréscimo na dimensdo perpendicular a superficie foliar, indicando que a
expansdo dessas células ocorre principalmente na direcdo paralela, sendo que o oposto foi
verificado quando mantidas no frio. Esta diferenca na expansao estd associada ao aumento da
espessura do mesofilo das plantas a 2°C.

Para bromélias cultivadas em baixas temperaturas, foi realizada a anatomia foliar de
Vriesea inflata (Pedroso et al. 2010) e do abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr. var. Smooth
Cayenne) (Nievola et al. 2005). Para Vriesea inflata, foi observado os mesmos tecidos e
estruturas nas plantas mantidas in vitro a 15°C e 28°C, sendo que ndo foi verificado um
aumento em espessura na folha de plantas provenientes da baixa temperatura, mas um nimero
menor de células do parénquima aquifero, o que foi correlacionado com as menores taxas de
massa seca encontrada nas plantas crescidas a 15°C. No abacaxi houve um aumento na
espessura das folhas em plantas cultivadas a 28°C (dia)/15°C (noite) quando comparadas com
aquelas cultivadas em 28°C constantes (Nievola er al. 2005). Também foi verificado um
sistema vascular mais conspicuo nas plantas mantidas a 28°C (dia)/15°C (noite).

Além de alteracOes estruturais, a percepcao a baixas temperaturas leva a diversas
mudancas no metabolismo das plantas, que incluem alteragdes no ciclo celular, na arquitetura
da parede, na fluidez da membrana, acimulo de actcares, rearranjo do citoesqueleto e
modificagdes na composicdo dos pigmentos fotossintéticos (Haldimann 1999, Taiz & Zeiger
2006, Benson 2008).

Evidéncia do efeito protetor dos agicares pode ser observada em diversos trabalhos
(Guy et al. 1992, Sasaki et al. 1996, Santos 2000, Mollo et al. 2011). Grande quantidade de

aclicares como a sacarose, trealose e oligossacarideos de cadeia longa (rafinose e estaquiose)



podem acumular nas plantas durante a exposi¢do ao frio (Yuanyuan et al. 2009). Acredita-se
que os agucares atuem na aquisicdo de tolerancia a desidratagdo causada pelo resfriamento,
agindo como um agente osmotico externo, removendo o excesso de dgua intracelular por
meio de um gradiente osmotico (Dumet e al. 2003). Outra hipétese seria que estes agticares
podem substituir a d4gua removida das biomoléculas, mantendo as estruturas hidrofilicas na
sua orientacdo hidratada mesmo depois da dgua ter sido removida (Santos 2000). Observou-se
que os grupos de hidroxila dos acucares (sacarose e trealose) se ligam aos grupos hidrofilicos
das cabecas polares dos fosfolipideos e grupos funcionais das proteinas da bicamada da
membrana por meio de pontes de hidrogénio, substituindo as moléculas de dgua removidas
(Crowe et al. 1997). Deste modo, as interagdes hidrofilicas necessdrias sdo mantidas,
conservando a integridade das membranas.

O aumento do contetdo de carboidratos soliveis, como glucose, frutose e sacarose foi
verificado em folhas de espinafre (Spinacia oleracea cv. Winter Bloomsdale) cultivadas a
5°C constantes quando comparado com plantas crescidas a 25°C (Guy et al.1992). O acimulo
da sacarose pode ter decorrido em razdo do aumento da atividade da enzima sacarose fosfato
sintase, ou da redugdo do transporte desse acticar, em virtude da reducdo da taxa metabdlica
das plantas expostas a baixa temperatura. Para bromélias cultivadas sob baixas temperaturas,
o trabalho de Mollo ef al. (2011) mostrou um aumento no conteddo de myo-inositol, glucose,
frutose e sacarose na bromélia imperial Alcantarea imperialis mantida in vitro a 15°C em
relacdo aquela cultiva a 30°C, sendo atribuido a estes acticares o papel crioprotetor para estas
plantas.

Embora as plantas continuem a fazer fotossintese quando mantidas sob baixas
temperaturas, o rendimento em fotoassimilados ndo € investido no crescimento. Deste modo,
hda um aumento na concentragdo destes solutos no citoplasma, o que estabiliza o equilibrio
termodindmico em uma condi¢do de alto contetddo intracelular, tornando menor o risco do
estresse promovido pela desidratacdo ocasionada pelo frio (Larcher 2006).

Alteragdes na composicdo dos carboidratos da parede celular também estdo
relacionadas com a protecao ao frio (Stefanowska et al. 1999, Solecka et al. 2008, Wolf et al.
2012). Os carboidratos s@o os principais constituintes quimicos da parede celular, juntamente
com as proteinas estruturais e compostos fendlicos. Dentre eles, encontram-se a celulose, as
hemiceluloses e os polissacarideos dcidos (pectinas). As pectinas incluem polimeros ricos em
acidos urdnicos (ramnogalacturonanos), que se apresentam ramificados por polissacarideos
neutros como arabinanos, galactanos e arabinogalactanos (Carpita & McCann 2000). A
modificagdo mais caracteristica na parede celular durante a exposi¢do ao frio € o aumento do

teor das pectinas (Solecka et al. 2008), atribuido a inibi¢do da expansdo da aérea foliar e a



promocao do crescimento foliar em espessura (Stefanowska et al. 1999). As pectinas formam
uma fase gel hidratada na qual estd imersa a rede de celulose-hemiceluloses. Elas atuam como
preenchimento hidrofilico, impedindo a agregacdo e o colapso da rede de celulose. Elas
também sao responsaveis pela porosidade da parede celular (Taiz & Zeiger 2006). Em folhas
de Brassica napus mantidas a 2°C foi observado um retardo na expansdo celular,
concomitantemente com o desenvolvimento de uma resisténcia ao congelamento, atribuida
principalmente ao aumento do conteudo de pectinas na parede celular (Solecka et al. 2008).
Estas modificagdes afetam o balanco de dgua e o padrdo de formagao do gelo nos tecidos das
plantas (Kubacka-Zebalska & Kacperska 1999).

Outra alteracao que pode ocorrer durante a adaptacao ao frio é em relagdo ao conteido
de pigmentos fotossintéticos (Haldimann 1999, Carter & Knapp 2001). As plantas tendem a
reduzir o contetiido de clorofilas e aumentar a propor¢do de carotenoides, como foi observado
para o milho (Zea mays L.) quando cultivado a 14°C (dia)/12°C (noite) e comparado ao
tratamento de 24°C (dia)/22°C (noite) (Haldimann 1999). Este aumento na razio
carotenoides: clorofilas é importante para a dissipacdo, em forma de calor, do excesso de
energia absorvida pelas clorofilas, protegendo-as de danos fotooxidativos e facilitando a
rapida retomada da fotossintese com o aumento da temperatura (Gilmore & Ball 2000).
Porém, para a bromélia Vrisea inflata ndo foram observadas diferengas entre o contetido de
clorofilas e carotenoides em plantas in vitro crescidas a 15°C e comparadas com aquelas a
28°C (Pedroso et al. 2010).

As possiveis alteragdes nas plantas do ambiente in vitro podem facilitar a

aclimatizacdo, que € a etapa que visa a producdo de mudas em estufas.

Aclimatizacao de plantas apos cultivo in vitro sob baixas temperaturas

Um momento crucial para o sucesso do cultivo in vitro é a fase da aclimatizacio, ou
seja, quando as plantas saem das condi¢des in vitro e sao transferidas para as condi¢des ex
vitro. O indice de sobrevivéncia para algumas espécies pode ser baixo nessa fase, tornando-se
um grave problema na producgdo de plantas (Kadlecek et al. 2001). Isto ocorre por causa das
caracteristicas do ambiente in vitro como baixa intensidade luminosa, condi¢des assépticas,
um meio nutritivo com fontes de carboidrato e nutrientes para permitir o seu crescimento e
uma atmosfera com alto nivel de umidade. Estas caracteristicas contribuem para a indugao de
um fen6tipo que pode nio sobreviver nas condi¢cdes ambientais de estufa ou campo (Hazarika
2006).

Existem relatados na literatura de que a exposi¢do a baixas temperaturas seriam

favordveis ao retorno do crescimento das plantas durante a aclimatizacdo (Pereira & Fortes



2000, Tadesse et al. 2000, Hoffmann et al. 2001, Negash et al. 2001, Malik et al. 2009, Lata
et al. 2010). Plantas de Rheum emodi Wall. mantidas in vitro a 15°C apresentaram uma taxa
de sobrevivéncia de 94% durante a aclimatizacdo, enquanto aquelas mantidas a 25°C
mostraram uma taxa de 80% (Malik et al. 2009). Para Vriesea inflata, a porcentagem de
sobrevivéncia foi de 100%, independentemente da temperatura de cultivo in vitro prévia
(15°C e 28°C) (Pedroso et al. 2010). Além de uma maior taxa de sobrevivéncia, as plantas
podem também sermais vigorosas, como demonstrado para macieira (Malus prunifolia
Borkh.), que ap6s o cultivo na temperatura de 4°C apresentou aumento na altura e na massa
seca das raizes e parte aérea quando aclimatizadas em casa de vegetacdo (Pereira & Fortes
2000). As possiveis adaptacdes estruturais e metabdlicas adquiridas durante o cultivo a baixa
temperatura pode ter favorecido estas plantas no processo de transferéncia para as condicdes

ex vitro.

Objetivos

O objetivo deste trabalho € identificar a condi¢do de cultivo in vitro, sob temperatura
baixa, que induza o menor crescimento possivel, sem causar danos a plantas de Nidularium
minutum Mez., possibilitando a aclimatizac¢do, visando a formacdo de uma colegdo in vitro
sob crescimento lento como estratégia de conservagao.

Adicionalmente procurou-se investigar as possiveis adaptagdes anatdmicas e

fisioldgicas dessas plantas cultivadas nos diferentes tratamentos térmicos.
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Capitulo 1

Efeito da baixa temperatura no crescimento, anatomia e contetido de
carboidratos na bromélia endémica Nidularium minutum Mez.

cultivada in vitro

RESUMO

O cultivo in vitro pode ser utilizado para preservacdo, sendo que através dele é possivel
formar uma colecao de plantas de crescimento lento utilizando baixas temperaturas, de modo
a diminuir a necessidade de subcultivos e custos com manuten¢do. Contudo, essa reducao nao
deve alterar os processos de desenvolvimento das plantas, sendo necessdria a avaliacao das
respostas fisioldgicas e morfoldgicas envolvidas na adaptagdo ao frio, sobretudo quando se
trata de uma espécie tropical como € o caso da bromélia endémica, ameacada de extingao,
Nidularium minutum Mez. O objetivo deste trabalho € identificar a condi¢do de cultivo in
vitro, em baixa temperatura, que induza o menor crescimento de plantas de N. minutum
visando criar subsidios para a formagao de uma cole¢do in vitro de crescimento lento. Plantas
de N. minutum germinadas in vitro em meio de cultura Murashige & Skoog (1962) com a
metade da concentracdo dos macronutrientes foram transferidas para camaras de germinagdao
nas temperaturas de 5°C, 10°C, 15°C, 20°C e 25°C. Apds trés e seis meses foram avaliados
parametros biométricos, anatdmicos, pigmentos fotossintéticos e conteido de carboidratos da
folha. As plantas mantidas a 5°C ndo sobreviveram, enquanto que as demais apresentaram
uma alta porcentagem de sobrevivéncia apdsseis meses de cultivo in vitro. Observou-se
reducgdo do crescimento nas plantas mantidas nas temperaturas baixas (10 e 15°C) em relagdo
aquelas cultivadas a 25°C. Foi observada uma coloracdo verde clara nas folhas das plantas
cultivadas a 10°C e 15°C, sendo que apds seis meses as plantas mantidas a 15°C ndo
apresentavam mais esse aspecto, o que foi correlacionado ao aumento do conteido de
clorofila apds esse periodo. As plantas crescidas a 10 e 15°C tinham parénquima aquifero
mais espesso € maior quantidade de acticares que aquelas mantidas a 25°C. Destaca-se o
aumento nos monossacarideos comumente encontrados em pectinas naquelas mantidas a
10°C. Essas caracteristicas foram associadas a conservagao de 4gua, como uma resposta dessa
espécie ao frio. Deste modo, as temperaturas de 10 e 15°C podem ser utilizadas para formacao

de uma colecdo in vitro de crescimento lento desta espécie.

Palavras-chave: Bromeliaceae, subcultivos, clorofila, colecdo in vitro de crescimento lento,

preservacgao.
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Effect of low temperature on growth, anatomy and carbohydrate content in

endemic bromeliad Nidularium minutum Mez. cultured in vitro

ABSTRACT

The in vitro culture can be used for preservation and with the use of low temperatures it is
possible to form a slow growth collection of plants, which reduces the need for subculture and
maintenance costs. However, this reduction should not change the processes of plant
development, becoming necessary to evaluate the morphological and physiological responses
involved in adaptation to cold, especially when it comes to a tropical species such as the
endemic and endangered bromeliad Nidularium minutum Mez. The aim of this work is to
identify the in vitro condition, at low temperature, which induces lower growth of N. minutum
plants in order to create subsidies for the formation of an in vitro collection under slow
growth conditions. Plants of N. minutum germinated in vitro on Murashige & Skoog (1962)
with half the concentration of macronutrients were transferred to germination chambers at
temperatures of 5°C, 10°C, 15°C, 20°C and 25°C. After three and six months biometric and
anatomical parameters, photosynthetic pigments and carbohydrate content of the leaf were
evaluated. Plants maintained at 5°C did not survive, while the others showed a high survival
rate after six months of in vitro culture. It was observed a growth reduction in plants grown at
low temperatures (10 to 15°C) compared to those grown at 25°C. We observed light green
colored leaves of plants grown at 10°C and 15°C, and after six months the plants kept at 15°C
did not show this aspect, which was correlated with increased chlorophyll content thereafter.
Plants grown at 10 and 15°C had thicker parenchyma and higher sugar content than those kept
at 25°C. A noteworthy result was the increase of monosaccharides commonly found in pectins
on those kept at 10°C. These characteristics were associated with water conservation, as a
response to cold in this species. Thus, temperatures of 10 and 15°C may be used for forming

an in vitro collection of slow growth of this species.

Keywords: Bromeliaceae, subcultures, chlorophyll, in vitro collection of slow growth,

preservation.
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1. INTRODUCAO

O cultivo in vitro de bromélias tem sido utilizado como uma estratégia eficiente para
se propagar material genético de espécies ameacadas, visando assegurar a sobrevivéncia, em
longo prazo, desse material na natureza (Mercier & Nievola 2003). E uma técnica que vem
sendo utilizada para a conservagdo de espécies ameagadas e a tendéncia é que seu uso seja
ampliado para um maior nimero de plantas, j4 que cada vez mais espécies estdo em risco de
extin¢do (Sarasan et al. 2006). Segundo Vieira (2000) e Carneiro & Mansur (2004), por meio
da micropropagacdo é possivel manter colecdes de plantas, reduzindo-se o crescimento destas
na condi¢do in vitro, sem prejudicar o seu desenvolvimento e aumentando ao maximo o
intervalo dos subcultivos sem afetar a viabilidade das plantas. Esta metodologia pode
contribuir para a formacao de um banco de germoplasma constituido por sementes de véarias
populacdes da mesma espécie, garantindo a variabilidade genotipica necessdria a programas
de conservacao, aplicdveis a espécies ameacadas de extin¢gdo, como € o caso de Nidularium
minutum Mez.

A bromélia N. minutum apresenta um potencial valor como planta ornamental devido a
sua folhagem e flores. Esta espécie € endémica da Serra de Paranapiacaba, localizada no
Estado de Sao Paulo, regido que abriga a Reserva Biologica do Alto da Serra de
Paranapiacaba. O crescente desmatamento e a ocorréncia do extrativismo seletivo, que no
caso das bromélias ocorre por causa do valor comercial que muitas espécies apresentam
(Pereira et al. 2008) pode levar a extin¢do de varias espécies, sendo que N. minutum além de
endémica, consta como vulnerdvel na Lista publicada no Livro Vermelho das Espécies
Vegetais Ameacgadas de Extincdo (Mamede et al. 2007). Logo, medidas de conservagdo para
esta espécie sao necessarias.

Um dos principais métodos para se produzir uma cole¢do in vitro de crescimento lento
¢ a reducdo da temperatura, ja que a temperatura tem sido considerada o fator ambiental mais
importante, sendo que a adaptacdo rdpida as alteracdes ambientais € uma caracteristica crucial
para garantir a sobrevivéncia das plantas (Browse & Xin 2001, Sharma et al. 2005).

As espécies tropicais sdo geralmente sensiveis ao frio e devem ser armazenadas em
temperaturas acima de 10°C para evitar a ocorréncia de injdrias (Rao 2004, Benson 2008). O
uso de 15°C foi eficaz para a formacgdo da cole¢do in vitro de crescimento lento das bromélias
Vriesea inflata (Wawra) Wawra (Pedroso et al. 2010) e Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms (Mollo et al. 2011). Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos sobre o cultivo in

vitro de N. minutum em baixas temperaturas.
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A exposi¢do das plantas a baixas temperaturas pode levar a mudangas morfolégicas e
fisioldgicas, principalmente para plantas tropicais, como é o caso de N. minutum. Uma das
adaptagdes mais frequentes € o aumento na espessura das folhas, em geral relacionada ao
aumento do parénquima (Boese & Huner 1990, Gursuch et al. 2010). Em plantas de abacaxi
(Ananas comosus (L.) Merr. var. Smooth Cayenne) cultivadas in vitro foi observado um
aumento na espessura foliar associada ao aumento nas camadas do parénquima clorofiliano,
além da presenca de um sistema vascular mais conspicuo nas plantas mantidas a 28°C
(dia)/15°C (noite) em relacdo aquelas cultivadas a 28°C constante (Nievola et al. 2005). Essa
adaptacdo pode estar relacionada com a manutencdo do teor hidrico das plantas quando
submetidas a baixas temperaturas, pois conforme diminui a temperatura, a velocidade das
reacoes quimicas também diminui. Consequentemente, menos energia metabdlica estd
disponivel, levando a restricdo na absor¢do de dgua e nutrientes (Larcher 2006). Para Rheum
emodi Wall., uma erva medicinal da India, também foi relatado o papel da conservagio de
dgua em plantas cultivadas in vitro sob baixas temperaturas (Malik et al. 2009). Foi observado
um aumento no nimero de feixes vasculares nas plantas mantidas a 15°C quando comparadas
com aquelas crescidas a 25°C, o que pode favorecer o transporte de d4gua e outros nutrientes.

A adaptagdo ao frio pode estar associada ao acimulo de carboidratos como sacarose,
glucose, frutose e oligossacarideos da série da rafinose (Yuanyuan et al. 2009). Mollo et al.
(2011) verificaram o aumento do conteido de myo-inositol, glucose, frutose e sacarose na
bromélia imperial Alcantarea imperialis quando cultivada in vitro a 15°C em relacdo aquela
cultivada a 30°C. Os autores atribuiram esse efeito a existéncia da temperatura baixa.
Resultados similares foram encontrados na andlise de folhas de repolho (Brassica oleracea
cv. Banchurisou) (Sasaki et al. 1996) cultivadas a 5°C (Guy et al. 1992), sendo que conforme
foi se prolongando o tempo de exposicdo, o teor de agicar e a tolerancia ao frio foram
aumentando.

Paralelamente as alteracdes nos conteidos de acgucares soldveis, variacdes na
deposi¢ao de carboidratos de parede celular também t€m sido relatadas durante a exposi¢ao ao
frio (Weiser et al. 1990, Kubacka-Zebalska & Kacperska 1999). A parede celular de folhas de
ervilha cultivadas a 2°C apresentou um aumento no conteido de polissacarideos pécticos se
comparados a plantas mantidas a 22°C (Weiser et al. 1990). Do mesmo modo, em folhas de
Brassica napus L. var. oleifera L. houve este aumento quando submetidas a 2°C, sendo que o
dcido urdnico foi o componente mais abundante (Kubacka-Zebalska & Kacperska 1999).
Estas modificacdes na parede celular indica uma importante reorganizagdo estrutural durante

a aclimatizagdo ao frio.
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Além dos carboidratos, variagdes na temperatura também podem alterar o contetido
endégeno de clorofila (Carter & Knapp 2001). Em Pinus ponderosa, a aclimatizacdo ao
inverno envolve menor capacidade fotossintética e aumento da taxa de carotenoides em
relacdo a clorofilas (Verhoeven et al. 1999). Para a bromélia Vriesea inflata, cultivada in vitro
nas temperaturas de 15°C e 28°C, ndo foram observadas diferencas em relagdo ao contetido
de pigmentos fotossintéticos entre os tratamentos (Pedroso et al. 2010).

N. minutum habita uma regido com uma temperatura média ao redor de 21°C no verao
e 15°C no inverno (Gutjahr & Tavares 2009), por isso acredita-se ser possivel a formacao de
uma colecdo in vitro desta espécie com a redugdo da temperatura. Embora a literatura
apresente relatos sobre a ocupacdo do ambiente frio pelas bromélias (Benzing 2000), ha
poucos estudos bdsicos sobre a plasticidade dessas plantas em relagdo a variacdes de
temperatura. Desse modo, estudos relativos ao cultivo e manutencdo de bromélias em baixas
temperaturas podem trazer informagdes sobre o comportamento fisioldégico dessas plantas e
facilitar o estabelecimento de condi¢des que permitam seu cultivo em temperaturas sub-
Otimas, visando sua conversacdo ex sifu. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho é
identificar a condi¢do de cultivo in vitro, em temperatura baixa, que induza o menor
crescimento possivel de plantas de Nidularium minutum Mez. visando a formacdo de uma
colecdo in vitro sob crescimento lento como estratégia de conservacdo. Adicionalmente
procurou-se investigar as possiveis adaptacdes anatOmicas e fisiologicas dessas plantas

cultivadas nos diferentes tratamentos térmicos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de Nidularium minutum Mez. coletadas na Reserva
Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba — SP (Figura 1). Para evitar a retirada excessiva
de frutos, uma vez que essa espécie estd ameacada de exting¢do, foram coletados apenas os
frutos de trés agrupamentos dos varios encontrados ao longo das trilhas existentes no local,

nao se retirando todos os frutos existentes, visando, também, a preservacgao in situ.

Figura 1. Individuo adulto de Nidularium minutum Mez. em seu habitat natural na Reserva

Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba — SP.

2.2. Estabelecimento do cultivo in vitro de N. minutum em diferentes temperaturas

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Nicleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo.

As sementes foram submetidas a desinfestagdo superficial em frasco contendo alcool
etilico a 70% por cinco minutos, sendo, em seguida, imersas em solu¢do do fungicida
benomyl 0,1% por 15 minutos e, posteriormente, colocadas em solu¢do de hipoclorito de
sédio comercial a 2%, acrescida de duas gotas de Tween 20®, durante uma hora, em agitagdo.
Foram depositadas 100 sementes por placa de Petri contendo 20 mL do meio de cultura

Murashige & Skoog (1962-MS) na concentracdo de 50% da composi¢do original dos
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macronutrientes, mantendo-se a concentragdo de micronutrientes, acrescidos de 3% de
sacarose, 0,01% de myo-inositol e 0,01% de tiamina HCl. O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da adicdo de 5 gL' de dgar e a sua esterilizacdo foi realizada a 121°C, durante 15
minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo de 12 horas,
irradiancia de 30 umol m?s'e temperatura de 25 + 2°C por 30 dias (Figura 2A). Foram
utilizadas aproximadamente 5000 sementes.

Ap6s o periodo de trinta dias (Figura 2B), as plantas foram avaliadas quanto ao
nimero de folhas e raizes, comprimento das folhas e raizes, antes de serem transferidas para
os diferentes tratamentos térmicos (Tempo zero). Foram colocadas cinco plantas por frasco e
estes distribuidos em cinco camaras de germinacdo nas temperaturas de 5 + 2°C, 10 + 2°C, 15
+ 2°C, 20 = 2°C e 25 + 2°C (sendo esta dltima temperatura considerada o controle), com
fotoperiodo de 12 horas e irradidncia média de 45umol m™? s”'. Foram utilizados 150 frascos
por tratamento (Figura 2C). Utilizou-se o mesmo meio de cultura descrito anteriormente.

A cada trés meses as plantas foram transferidas para novo meio de cultura, com
objetivo de ndo haver deficiéncia nutricional no periodo de cultivo.

A figura 3 mostra um fluxograma indicando as etapas do cultivo in vitro em diferentes

temperaturas.

Figura 2. Cultivo in vitro de Nidularium minutum. (A) Sementes cultivadas na placa de Petri a
25°C. (B) Plantas ap6s 30 dias de cultivo na placa de Petri. (C) Frasco com plantas ap6s 30

dias de cultivo (Tempo Zero). Barra = 1,0 cm.
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: Obtencdo das plantas in vitro: germinagdo das sementes em placa

de Petri na sala de crescimento por 30 dias a 25°C
Transferéncia das plantas para as cAmaras de crescimento =
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Figura 3. Fluxograma das etapas de cultivo in vitro de Nidularium minutum em diferentes

temperaturas (5, 10, 15, 20 e 25°C — Controle).
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2.3. Parametros avaliados

2.3.1. Porcentagem de sobrevivéncia

Para determinar a sobrevivéncia, aos trés e seis meses foi feito o calculo da
porcentagem de sobrevivéncia das plantas submetidas a diferentes temperaturas.

2.3.2. Analise biométrica

Nesta andlise foram avaliadas 20 plantas, coletadas aos trés e seis meses de cada
tratamento térmico, quanto ao nimero de raizes e folhas e, também, quanto ao comprimento
da raiz mais longa e da folha mais longa.

2.3.3. Determinacao de massa

Aos trés e seis meses, retiraram-se, ao acaso, plantas provenientes das diferentes
temperaturas estudadas para a determinacdo da massa fresca e seca. O nimero de plantas (de
1 a 80) variou de acordo com a dimensdo das mesmas, uma vez que foi considerado 0,1 g de
massa fresca como quantidade minima para cada amostra. As plantas foram separadas em
parte aérea e raiz, utilizando-se trés amostras compostas para cada coleta. As medidas de
massa seca foram realizadas apds secagem em estufa a 60°C até massa constante.

A partir dos dados de massa seca, foi determinada a particdo da biomassa entre parte

aérea e raiz, segundo a equacao:

massa seca do 6rgao*100
massa seca total da planta

Parti¢do da biomassa =

2.3.4. Teor hidrico

A partir dos dados de massa fresca e seca foi possivel calcular a quantidade de dgua
(em porcentagem) nas plantas submetidas por trés e seis meses aos diferentes tratamentos
térmicos. A equacao utilizada foi:

massa fresca — massa seca x 100
massa fresca

Teor hidrico =

2.4. Taxa de Crescimento Relativo

A Taxa de Crescimento Relativo (TCR) € a varia¢do ou incremento em massa, altura,
nimero de folhas, ou qualquer outro parametro de avaliacdo de crescimento, ao longo de um
determinado periodo, estando diretamente relacionado ao valor alcangado no periodo anterior
(Benincasa 2003). Foram utilizados os dados de niimero, comprimento e massa seca de folhas

e raizes das plantas cultivadas in vitro para os calculos das TCR.
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A equacdo utilizada foi:

TCR = [(LnP,- LnPD)] (t2 ;)"

Onde:
Ln € o logaritmo natural, P, € o valor atual do parametro, P; € o valor anterior do pardmetro e

t € o tempo (indice | = valor inicial e indice , = valor final).

2.5. Determinacao do teor de clorofila e de carotenoides

Amostras compostas de folhas provenientes de cada tratamento térmico, aos trés e seis
meses, foram congeladas a -20°C para a quantificacdo de clorofilas e de carotenoides,
segundo técnica descrita por Lichtenthaler (1987), utilizando-se trés amostras para cada
coleta. O material vegetal congelado foi macerado em acetona pura gelada e filtrado em
papel, sendo o filtrado coletado em baldo volumétrico de 25 mL. A acetona pura foi
adicionada sobre o macerado, no papel de filtro, até atingir a brancura. O volume do balao foi
completado com acetona pura para 25 mL. As absorbancias das clorofilas foram lidas a 662 e
645 nm (clorofilas a e b, respectivamente) e a dos carotenoides a 470 nm. As concentragdes
dos pigmentos foram determinadas de acordo com as equagdes definidas em Lichtenthaler
(1987). A partir desses dados, foi determinada a razdo carotenoides: clorofilas, segundo a
equagdo:

conteudo de carotenoides
conteudo de clorofilaa + b

Razdo carotenoides: clorofilas =

2.6. Analise estrutural
As andlises anatomicas foram realizadas no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em

Anatomia do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo.

2.6.1. Anatomia foliar de plantas adultas

Foram utilizadas amostras de folhas adultas, expandidas, retiradas da quarta folha de
individuos provenientes da casa de vegetacdo do Nucleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais
do Instituto de Botanica de Sao Paulo. Amostras da porcio mediana da lamina foliar foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965), levadas a uma bomba de vicuo para
retirada do ar contido nos tecidos e armazenadas em etanol 70%. As folhas foram

seccionadas, transversalmente, 2 mao livre, com auxilio de lamina de barbear e isopor. As
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secgoes foram clarificadas com solucao de hipoclorito de s6dio a 20%, coradas com azul de
Astra 0,5% com 4cido tartarico 2% e safranina 1%, desidratas pela série etilica e as laminas
permanentes foram montadas com resina sintética.

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada ao
microscopio Zeiss Primo Star equipado com camera digital Canon Power Shot A650 IS. As
escalas micrométricas foram obtidas nas mesmas condi¢des Opticas que foram utilizadas.

2.6.2. Anatomia foliar de plantas cultivadas in vitro

Os estudos foram realizados em trés plantas de cada tratamento térmico, utilizando-se
a quarta folha a partir do dpice. Amostras da regido do terco médio da ladmina foliar foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965), levadas a uma bomba de vicuo para
retirada do ar contido nos tecidos € armazenadas em etanol 70%. Posteriormente, foram
desidratadas até etanol 100%, infiltradas e incluidas em resina plastica (Leica Historesin®). Os
blocos obtidos foram seccionados transversalmente (7 um de espessura) em micrétomo
rotatério (Olympus CUT 4055). Os cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% (Sakai
1973) em tampao fosfato e 4cido citrico (Mcllvaine 1921) pH 4,5 e as 1aminas permanentes
foram montadas com resina sintética.

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada ao
microscopio Zeiss Primo Star equipado com camera digital Canon Power Shot A650 IS ou ao
microscépio Leica DM LB equipado com camera de video Leica DC 300F. As escalas
micrométricas foram obtidas nas mesmas condi¢des Opticas que foram utilizadas.

Foram realizadas medi¢Oes das seguintes varidveis da lamina foliar em seccdo
transversal: espessura da epiderme (face adaxial e abaxial) e mesofilo (total, parénquima

aquifero e clorofiliano) utilizando o software de andlise de imagens ANATI QUANTI 2.0°.

2.7. Analise de carboidratos

Essas andlises foram realizadas no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e
Bioquimica do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo.

Para a extracdo dos acticares soluveis, amostras da parte aérea (de 1 a 10 g de massa
fresca) foram maceradas em nitrogénio liquido e fervidas em etanol a 80% (25 mL por g de
massa fresca) por 5 minutos. Os extratos foram centrifugados a 2000 rpm por 15 minutos a
20°C. Os sobrenadantes foram recolhidos e reservados e trés novas extragdes foram realizadas
com o residuo, sendo duas em etanol 80% (12 mL por g de massa fresca) e a ultima feita com
dgua destilada a temperatura ambiente. Os sobrenadantes das extracdes foram reunidos,
concentrados em evaporador rotatério para eliminacdo do etanol até aproximadamente 50 mL

e mantidos em congelador a -20°C. Os residuos foram congelados, liofilizados e pesados.
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Os extratos etandlicos foram utilizados para as andlises quantitativas e qualitativas de
actucares soliveis por métodos colorimétricos (item 2.7.1) e por cromatografia liquida de alto
desempenho (item 2.7.2), respectivamente. J& os residuos foram utilizados para as andlises de

amido (item 2.7.3) e composi¢do da parede celular (item 2.7.4).

2.7.1. Quantificacao de carboidratos solaveis

Os agtcares totais e redutores presentes nos extratos etandlicos foram quantificados,
respectivamente, pelos métodos do fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956) e de Somogyi-Nelson
(Somogyi 1945), utilizando glucose (100 pg/mL) como padrao.

2.7.2. Andlise de monossacarideos por cromatografia liquida de alta resolucao
com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD)

Foi utilizado 1,0 mL de cada amostra do extrato etandlico, apds evaporacao do alcool,
para a purificagdo em colunas de troca i0nica, utilizando-se as resinas cationica Dowex 50x8
(100-200 mesh) e anidnica Dowex 1x8 (52-100 mesh). A elui¢do dos agucares foi feita com
dgua deionizada, utilizando-se 25 vezes o volume inicial da amostra. As amostras recolhidas
das colunas de troca iOnica tiveram seu pH ajustado para 7,0 com hidréxido de amodnio
(0,4M). Na sequéncia, as amostras foram liofilizadas e ressuspensas em 2,0 mL de dgua
deionizada e filtradas em filtro Millipore 0,45 um. A dosagem de agucares totais pelo método
fenol-sulftrico (item 2.7.1) foi realizada para ajustar a concentragao de cada amostra para 400
pg de acucar/mL para posterior andlise por cromatografia liquida de alta resolucdo com
detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em coluna Carbo-Pac PA1 e sistema Dionex
ICS 3000. Os mono- e oligossacarideos neutros foram eluidos isocraticamente com NaOH
100 mM, com fluxo de 0,25 mL min™ e identificados por comparacio dos tempos de eluicdo
com padrdes comerciais de myo-inositol, glucose, frutose, sacarose, rafinose e estaquiose.

2.7.3. Dosagem de amido

A dosagem de amido foi realizada por meio de digestdo enzimatica, utilizando
aliquotas de 5 ou 10 mg de cada residuo liofilizado apds extracdo com etanol, seguindo
protocolo publicado por Amaral et al. (2007). A quantificacdo dos produtos da hidrélise
enzimatica foi realizada utilizando-se as enzimas glucose-oxidase e peroxidase (GOD-POD) e
os reagentes 4-aminoantipirina e fenol em microplaca de Elisa para a leitura a 490 nm. A
curva padrio foi construida a partir de quantidades crescentes de glucose na concentracao de
1,0 mg mL™.

2.7.4. Extracao da parede celular

Apo6s a extragdo com etanol (item 2.7), foi separado do residuo uma aliquota de 5 mg

de cada amostra. Para a elimina¢do do amido, foi realizada a digestdo enzimdtica com
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amiloglucosidase diluida em tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 4,5 (na propor¢do de 1
unidade da enzima para cada 10 mg de material) por 24 horas a 30°C. Apds este periodo, o
material foi lavado com dgua destilada, centrifugado (15 minutos, 13.000 rpm) e o
sobrenadante desprezado, sendo o residuo armazenado em estufa a 60°C para secagem, sendo
posteriormente submetido a vdrias lavagens: tampao fosfato de potéssio 0,5 M, pH 7,0, por
trés vezes; cloroférmio/metanol (v/v) por cinco vezes; acetona por trés vezes € uma com éter
etilico. Todas as lavagens foram realizadas com 1,0 mL de cada solvente por amostra. Apés
esta etapa, os residuos de cada material foram lavados com dgua destilada e secos em estufa a
60°C para posterior pesagem e obtencdo do rendimento da parede celular.

2.7.4.1.Hidroélise acida e quantificacao de acgiicares

Uma aliquota de dois miligramas da parede celular bruta de cada amostra foi colocada
em ampola de vidro e a elas adicionada 1,0 mL de 4cido trifluoroacético (TFA) 2N. As
ampolas foram seladas em bico de Bunsen e o material foi hidrolisado em autoclave a 121°C,
1,5 atm por 1 hora. Os hidrolisados resultantes foram evaporados em aparelho “speed vac”,
lavados com 500 pL de etanol, e novamente evaporados, sendo este procedimento repetido
por mais duas vezes até completa eliminacdo do dcido. O material foi retomado em 1,0 mL de
dgua deionizada e foram feitas dosagens de acucares totais, conforme descrito anteriormente
(item 2.7.1), e de 4cidos urdnicos livres ou ligados utilizando-se o método do m-hidroxibifenil
(Filisetti-Cozzi & Carpita 1991), tendo 4cido galacturdnico (100 pg/mL) como padrdo. Na
sequéncia, foi feito o ajuste na concentragdo de cada amostra para 400 ug de agicar/mL para
a andlise por cromatografia liquida de alta resolu¢do com detector de pulso amperométrico
(HPAEC/PAD) em coluna Carbo-Pac PA1 e sistema Dionex ICS 3000. Os monossacarideos
foram eluidos isocraticamente em NaOH 16 mM, com fluxo de 0,25 mL min’l, sendo
identificados por comparacdo dos tempos de eluicio com padrdes comerciais de fucose,

ramnose, arabinose, galactose, glucose, xilose e manose.

2.8. Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi totalmente casualizado, havendo cinco tratamentos in
vitro (5, 10, 15, 20 e 25°C). Para isso, foram utilizados cerca de 70 frascos com cinco plantas
cada, avaliados aos trés e seis meses. As médias dos dados biométricos, massa, quantificacao
anatOmica, teor de clorofila e carboidratos soluveis e estruturais foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacao das plantas de Nidularium minutum antes de serem transferidas
para os diferentes tratamentos térmicos (Tempo zero)

Plantas cultivadas por 30 dias em Sala de Cultura na temperatura de 25°C (Tempo
zero) (Figura 4) apresentaram uma média de 2,4 + 0,50 folhas com 1,1 + 0,15 cm de
comprimento, sendo o valor médio da massa fresca da parte aérea de 7,0 + 1,73 mg e a seca
de 0,5 + 0,06 mg. J4 para o sistema radicular, a média do nimero de raizes foi de 3,2 + 0,41,
comprimento de 0,4 £ 0,11 cm e massa fresca de 0,8+ 0,02 mg e seca de 0,2 + 0,01 mg.

Em relagdo ao teor de pigmentos fotossintetizantes, as plantas do Tempo zero tinham
12,7 + 1,17 mg de clorofila a por g de massa seca (mg g' MS), 5,1 + 0,47 mg g’ MS de
clorofilab e 3,0 + 0,32 mg g MS de carotenoides.

%

Figura 4. Aspecto geral de Nidularium minutum cultiva in vitro por 30 dias (Tempo Zero).
Barra=1,0 cm.

3.2. Avaliacao do crescimento de plantas de Nidularium minutum mantidas em
diferentes temperaturas

A porcentagem de sobrevivéncia variou entre os tratamentos térmicos. As plantas
cultivadas a 5°C apresentaram sobrevivéncia de 14%, o que indica que esta temperatura nao é
ideal para uma cole¢do de crescimento lento desta espécie. Logo, ndo foi mantido o cultivo in
vitro por seis meses nestas condicdoes. Foi observada uma elevada porcentagem de
sobrevivéncia para as plantas cultivadas por trés meses nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C
(Controle), sendo, respectivamente, de 95%, 97%, 100% e 100%. Resultado similar também
ocorreu para as plantas crescidas por seis meses, com porcentagem de 96% de sobrevivéncia

para as plantas a 10°C enquanto nos outros tratamentos térmicos foi de 100%. A
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sobrevivéncia a baixas temperaturas como 10 e 15°C indica a tolerdncia ao frio de N.
minutum.

Na figura 5 € apresentado o aspecto geral de plantas de N. minutum crescidas por trés e
seis meses nas diferentes temperaturas. Foi possivel observar uma reducdo no crescimento das
plantas mantidas a baixas temperaturas, no entanto a morfologia das plantas foi similar ao
tratamento controle. Observou-se alteragdo na coloragdo (aspecto verde claro) durante o
cultivo in vitro por trés e seis meses na temperatura de 10°C e apenas aos trés meses na

temperatura de 15°C (Figuras 5A, B, E e F).

Figura 5. Aspecto geral de plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés (A-D) e
seis meses (E-H) em diferentes temperaturas. (A, E) 10°C. (B, F) 15°C. (C, G) 20°C. (D, H)
25°C. Observar as variacdes da coloracdo das folhas entre os tratamentos (seta). Barras = 0,5

cm (A, B,E); 1,0cm (C, D, F, G, H).

Em relacdo a biometria, observou-se que as temperaturas de 10 e 15°C induziram os
menores valores para todos os pardmetros, o que evidencia a influéncia da temperatura na
reducdo do crescimento. As plantas mantidas a 20°C apresentaram valores intermedidrios ou
iguais aos das plantas controle (Figura 6). Aos seis meses, ndo foi avaliado o nimero de raizes
da temperatura de 25°C, pois as plantas apresentaram o sistema radicular com intensa
producdo de raizes formando um aglomerado (Figura 7). A tentativa de quantifica-las poderia

danificar muitas raizes, subestimando a contagem.
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Figura 6. Numero (A, C) e comprimento (B, D) de folhas e raizes de Nidularium minutum
cultivadas in vitro nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle) por trés (coluna branca) e
seis meses (coluna cinza). As barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras minusculas
comparam valores de plantas crescidas por trés meses e letras maitdsculas comparam valores
de plantas crescidas por seis meses nas diferentes temperaturas pelo teste de Tukey com nivel

de significancia a 5%. (n=20). * dado ndo avaliado.

Figura 7. Plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro por seis meses na temperatura de

25°C (Controle). Notar o adensamento de raizes. Barra = 1 cm.
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As massas fresca e seca da parte aérea foram drasticamente menores nas plantas
crescidas a 10°C (Tabela 1). Aos trés meses, nao houve diferenga significativa entre a massa
fresca e seca do sistema radicular nas temperaturas de 10 e 15°C (Tabela 1). J& aos seis
meses, as plantas mantidas a 15°C mostraram valores proximos aos daquelas mantidas a 20°C
(Tabela 1). Independentemente do periodo estudado, os maiores valores de massa foram
observados para as plantas crescidas a 25°C (controle).

Na andlise do teor de dgua, quase nao houve diferengas entre os tratamentos (Tabela 1)
para as plantas crescidas por trés ou seis meses, apresentando um elevado valor para a parte
aérea e raiz. Desse modo, a manutencdo do teor hidrico pode ser um dos fatores que
contribuiram para garantir a sobrevivéncia de N. minutum por mais tempo durante o cultivo in

vitro em baixas temperaturas.

Tabela 1. Massa fresca, massa seca e teor hidrico da parte aérea e raiz de plantas de
Nidularium minutum cultivadas in vitro nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle) por
trés e seis meses. Letras distintas na mesma coluna indicam que os dados diferem entre si pelo

teste de Tukey com nivel de significancia a 5%. Os valores representam a média composta de

plantas (n=3).

Tratamento Parte aérea Raiz Planta
Tempo Temperatura ~ Massa fresca Massa seca Teor de Massa fresca Massa seca Teor de Teor de
(meses) °O) (mg planta'l) (mg planta'l) dgua (%) (mg planta'l) (mg planta'l) agua (%) dgua (%)

3 10 15,3d 0,7d 95a 1,8¢ 0,2¢c 89a 95a
15 31,3¢ 1,8¢c 94ab 2,8¢ 0,4c 87a 94ab
20 88,6b 5,9b 93b 10,0b 1,5b 84a 92b
25 109,3a 7,8a 93b 34,7a 3,2a 91a 92b
6 10 32,0c 1,6¢ 95a 0,9d 0,2¢c 72b 94a
15 159,0b 14,90 91b 36,7c 5,1b 86a 90a
20 311,7b 20,8b 93ab 103,7b 7,7 92a 92a

25 1181,7a 56,1a 95a 503,0a 25.4a 95a 95a




Observando a distribui¢do da biomassa das plantas mantidas in vitro por trés meses,
pode-se notar que os valores relativos a parte aérea sdo maiores nas plantas cultivadas nas
temperaturas de 10, 15 e 20°C quando comparadas aos de plantas do tratamento controle
(Tabela 2).

Ja apés seis meses de cultivo in vitro, os valores correspondentes a parte aérea e raiz
das plantas crescidas a 15, 20 e 25°C foram semelhantes. Plantas provenientes da temperatura
de 10°C apresentam os maiores valores para a parte aérea e os menores para a raiz (Tabela 2),

indicando maior investimento em biomassa da parte aérea em detrimento das raizes.

Tabela 2. Particao da biomassa (calculada com base na massa seca) da parte aérea e de raizes,
em porcentagem, das plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro nas temperaturas de
10, 15, 20 e 25°C (Controle) por trés e seis meses. Os valores representam a média composta

de plantas (n=3).

Particdo da
Tratamento )
biomassa (%)

Tempo Temperatura

(meses) 0 Parte Aérea Raiz
3 10 78 22
15 83 17
20 79 21
25 71 29
6 10 87 13
15 74 26
20 73 27
25 69 31

Com os resultados obtidos para N. minutum cultivada in vitro por trés e seis meses, foi
possivel calcular a Taxa de Crescimento Relativo (TCR) para os parametros biométricos e a
massa seca da parte aérea e radicular (Figura 8). De maneira geral, os maiores valores para a

TCR foram verificados na primeira coleta, com decréscimo nas coletas seguintes, com
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excegdo das plantas de 15°C, em que se verificou menor valor no inicio do desenvolvimento e
maior na ultima coleta, deduzindo que a baixa temperatura ocasionou um atraso no
desenvolvimento dessas plantas (Figura 8).

O maior investimento no crescimento das plantas foi aos seis meses a 15°C, enquanto
nas temperaturas de 20 e 25°C foi observado crescimento logo nos primeiros trés meses de
cultivo. O aumento no nimero de folhas ocorreu aos trés meses para todas as temperaturas,
havendo uma reducdo apds seis meses sob os diferentes tratamentos térmicos, 0 que mostra
que este parametro é menos influenciado pela temperatura. As plantas crescidas a 10°C
apresentaram os menores valores quando mantidas por trés meses nessas condicdes, sendo
que com seis meses houve um decréscimo em todos os pardmetros, com exce¢do da massa
seca da parte aérea (Figura 8), indicando que ndo houve investimento no crescimento das

plantas nessa temperatura.
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Figura 8. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) da parte aérea e radicular de plantas de
Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés e seis meses nas temperaturas de 10°C (0),
15°C (o), 20°C (A) e 25°C — Controle (©). (A) Numero de folhas. (B) Comprimento da parte
aérea. (C) Massa seca da parte aérea. (D) Numero de raizes. (E) Comprimento da raiz. (F)

Massa seca da raiz.



3.3. Teor de clorofila e de carotenoides

Aos trés meses de cultivo in vitro, as plantas crescidas a 20 e 25°C apresentaram mais
pigmentos fotossintetizantes do que aquelas mantidas nas outras temperaturas, sendo que nao
houve diferenga significativa entre as plantas a 10 e 15°C (Figura 9).

Ja aos seis meses, houve um aumento no conteudo de clorofilas e carotenoides para as
plantas crescidas a 15°C, enquanto para aquelas mantidas nos demais tratamentos térmicos
houve redugdo destes valores, sendo esta redu¢do mais acentuada para aquelas do controle
(Figura 9). Deste modo, a quantidade de pigmentos foi maior nas plantas cultivadas a 20°C,
seguida das plantas mantidas a 25 e 15°C, sendo que aquelas cultivadas a 10°C apresentaram

0s menores valores.
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Figura 9. Conteudo de clorofilas (A, B) e carotenoides (C) de plantas de Nidularium minutum
cultivadas in vitro nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle) por trés (coluna branca) e
seis meses (coluna cinza). As barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras minusculas
comparam valores de plantas crescidas por trés meses e letras maitdsculas comparam valores
de plantas crescidas por seis meses nas diferentes temperaturas pelo teste de Tukey com nivel

de significancia a 5%.
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Analisando a propor¢do carotenoides: clorofilas, € possivel verificar uma maior
quantidade de carotenoides em relacdo as clorofilas nas plantas mantidas nas temperaturas

baixas (Tabela 3).

Tabela 3. Razdo carotenoides: clorofilas de plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro

por trés e seis meses nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle).

Tempo Temperatura Razdo Carotenoides:

(meses) °O) Clorofilas
3 10 0,24
15 0,23
20 0,16
25 0,16
6 10 0,30
15 0,23
20 0,16
25 0,16

As plantas crescidas na temperatura de 10°C, tanto aos trés quanto aos seis meses,
apresentaram nas folhas mais novas uma coloracdo verde clara na base e no centro, contudo
os dpices eram verdes mais escuros (Figuras SA e E). Esta caracteristica também ocorreu em
cerca de 80% das plantas mantidas a 15°C por trés meses (Figura 5B), o que pode estar
relacionado as menores quantidades de pigmentos nessas temperaturas. Esse aspecto ndo foi
observado nas plantas cultivadas a 20 e 25°C, cujas folhas eram totalmente verdes (Figuras
5C, D, G e H). Vale ressaltar que as plantas foram transferidas com um més de cultivo
(Tempo zero) para as baixas temperaturas, porém ndo foi relatada nenhuma diferenca na
coloracdo das plantas nessa idade (Figura 4), o que sugere que a baixa temperatura tenha
influenciado esta caracteristica. O aumento dos teores de clorofila apresentado pelas plantas
crescidas por seis meses a 15°C pode ser explicado pela auséncia de folhas com coloracao

verde clara nesse tratamento.



3.4. Analise anatomica

A estrutura foliar da planta adulta de N. minutum, em seccao transversal na regido
mediana do limbo, mostra que a folha, completamente expandida, é dotada de escamas em
ambas as faces (Figuras 10A e G), possui epiderme uniestratificada e lignificada (Figuras10B-
D), apresentando ocasionalmente células lignificadas no bordo foliar (Figura 10B).

O mesofilo € isobilateral apresentando camadas de parénquima aquifero com células
de tamanhos variados nas duas superficies da lamina foliar, sendo esse tecido de reserva de
dgua mais desenvolvido na superficie adaxial (FiguraslOA e D). A regido clorofiliana é
constituida pelo parénquima lacunoso, cujas lacunas de ar sdo delimitadas pelas células
braciformes (Figuras 10A e F).

Os feixes vasculares sdao do tipo colateral e se distribuem de forma intercalada com as
lacunas de ar (Figuras 10A e F). Os feixes apresentam uma bainha esclerenquimética e calotas
de fibras nos polos, além da presenca de uma bainha de células parenquimaticas, externa as

calotas de fibras (Figura 10E).
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Figura 10. Seccgdes transversais de folhas de plantas adultas de Nidularium minutum. (A)
Aspecto geral da ldmina foliar com mesofilo isolateral com camadas de parénquima aquifero
(PA) e lacunas de ar (LA) interrompidas por diafragmas de células braciformes (CB). (B)
Detalhe do bordo foliar. (C) Superficie foliar da face abaxial. (D) Superficie foliar da face
adaxial. (E) Detalhe do feixe vascular com calotas de fibras (F). (F) Detalhe da lacuna de ar
com células braciformes (CB). (G) Detalhe da escama da face abaxial. Barra = 50 um (A); 10
um (B-E, G); 25 um (F). CB = células braciformes; Es = escama; EA = epiderme da face
adaxial; EB = epiderme da face abaxial; F = fibras; FV = feixe vascular; LA = lacunas de ar;

PA = parénquima aquifero.

38



As plantas cultivadas in vitro nos diferentes tratamentos térmicos apresentam as
mesmas estruturas e possuem os mesmos tecidos. As diferengas encontradas sdo observadas
comparando o crescimento das plantas entre as temperaturas, independentemente do periodo
estudado.

Secgoes transversais do terco médio da lamina foliar de plantas cultivadas in vitro em
diferentes temperaturas mostraram a epiderme recoberta por cuticula delgada em ambas as
faces da folha (Figuras 11 e 12).

A epiderme € uniestratificada em ambas as faces, apresentando ocasionalmente células
lignificadas no bordo foliar. Aos trés meses de cultivo in vitro, a epiderme da face adaxial
apresenta células arredondadas nas plantas mantidas a 10, 15 e 20°C quando comparadas com
as plantas cultivadas a 25°C que possuem células tabulares, sendo que apds seis meses de
cultivo apenas aquelas crescidas a 10°C mostram células com formato arredondado (Figuras
11 e 12). Na andlise biométrica, as plantas crescidas nas menores temperaturas (10 e 15°C)
apresentaram os maiores valores para a espessura da epiderme da face adaxial, enquanto para
a epiderme da face abaxial ndo foram encontradas diferencas entre os tratamentos apds trés
meses de cultivo (Tabela 4). Os estdmatos localizam-se na face abaxial (folha
hipoestomdtica), no mesmo nivel ou ligeiramente acima das demais células epidérmicas
(Figuras 11E e 12E). As células-guarda apresentam cuticula periestomdtica que se projetam
formando cristas.

O mesofilo € dorsiventral por toda a extensao da folha, com a presenca de parénquima
aquifero na face adaxial e clorofiliano na face abaxial (Figuras 11 e 12). Em relacdo a sua
espessura, foi verificado que aos trés meses nas plantas crescidas a 20°C a espessura da folha
era menor, enquanto ndo foram observadas diferencas nas plantas mantidas nos outros
tratamentos térmicos (Tabela 4). Aos seis meses, ndo houve diferencas nesse parametro
(Tabela 4).

O parénquima aquifero possui células grandes com parede delgada e, as vezes,
sinuosa, com presenca de idioblastos contendo réafides (Figuras 11 e 12). Subjacente a este
tecido estd o parénquima clorofiliano, constituido por células menores que as do parénquima
aquifero, com presenca de idioblastos com réifides em todos os tratamentos (Figuras 11E e
12F).

Em relagdo a espessura do mesofilo, praticamente ndao houve diferencas entre os
tratamentos apos trés e seis meses de cultivo in vitro (Tabela 4). Considerando os tecidos
separadamente, a espessura do parénquima aquifero foi sempre maior para as plantas
crescidas nas temperaturas de 10 e 15°C (Tabela 4). Aos trés meses, ndo houve diferenca

entre os tratamentos quanto a espessura do parénquima clorofiliano, ja aos seis meses as
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plantas crescidas a 10°C apresentaram os menores valores (Tabela 4). Estes dados corroboram
a andlise da razdo parénquima aquifero: clorofiliano, que mostra a presenca de uma
quantidade maior de parénquima aquifero nas temperaturas menores.

Os feixes vasculares s@o colaterais, possuem tamanho variado e estdo distribuidos por
todo o parénquima clorofiliano (Figuras 11 e 12). Os feixes vasculares de maior calibre
apresentam bainha esclerenquimatica, com calotas de fibras nos polos nas plantas mantidas a
15 (apenas quando mantidas por seis meses), 20°C e no controle (Figuras 11 e 12). J4 os
feixes de menor calibre possuem bainha com inicio de lignificacdo, sendo as plantas
cultivadas a 10°C as tnicas que ndo apresentam calotas de fibras nos polos (Figuras 11A e E;

12A e E).
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Figura 11. Cortes transversais do terco médio da folha de plantas de Nidularium minutum
cultivadas in vitro por trés meses nas temperaturas de 10°C (A, E), 15°C (B, F), 20°C (C,G) e
25°C (Controle) (D, H). A-D. Aspecto geral da folha. E-H. Detalhe do bordo foliar. Barra =
100 um (A, B, E); 70 um (C); 85 um (D); 200 um (F); 120 um (G, H). E = estomato; EA =
epiderme da face adaxial; EB = epiderme da face abaxial; FV = feixe vascular; PA =
parénquima aquifero; PC = parénquima clorofiliano; R = rafides.

41



Figura 12. Cortes transversais do terco médio da folha de plantas de Nidularium minutum
cultivadas in vitro por seis meses nas temperaturas de 10°C (A, E), 15°C (B, F), 20°C (C, G) e
25°C (Controle) (D, H). A-D. Aspecto geral da folha. E-H. Detalhe do bordo foliar. Barra =
130 um (A); 180 um (B); 100 um (C, D); 200 um (E, F, G, H). E = estdmato; EA = epiderme
da face adaxial; EB = epiderme da face abaxial; FV = feixe vascular; PA = parénquima
aquifero; PC = parénquima clorofiliano; R = rafides.
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Tabela 4. Espessura dos tecidos de folhas de Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés
e seis meses nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle). Letras distintas na mesma
coluna indicam que os dados diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia a

5%.

Epiderme Epiderme Espessura
Parénquima Parénquima Razdo
Tempo Temperatura  da face da face do
aquifero clorofiliano aquifero:
(meses) °O) adaxial abaxial mesofilo
(um) (um) clorofiliano
(um) (um) (um)
3 10 24,3a 11,5a 294,9a 130,1a 425,0a 2,3
15 22,8a 13,5a 244,4ab 151,1a 395,5ab 1,6
20 14,1b 9,8a 56,0c 151,1a 207,2b 0,4
25 12,6b 8,1a 143,0bc 198,2a 341,3ab 0,7
6 10 24,5a 14,5a 255,7ab 141,8b 397,5a 1,8
15 17,4b 9,9b 295,9a 253,4a 549,8a 1,2
20 11,2¢c 6,0b 117,0b 233,6a 350,6a 0,5
25 8,3c 6,0b 135,3b 228,8a 364,2a 0,6

3.5. Analise do contetido de carboidratos nas plantas de Nidularium minutum mantidas

em diferentes temperaturas

3.5.1. Carboidratos soliveis e amido

Aos trés meses, o conteido de carboidratos soliveis em folhas de N. minutum foi
menor nas plantas mantidas a baixas temperaturas, sendo que aos seis meses ocorreu o
inverso, com excecdo para as plantas mantidas a 20°C em que houve um ligeiro aumento nos
valores de agucares (Figura 13A). Analisando o contetido de actcares redutores, também foi
possivel observar um contetido maior nas plantas crescidas a 10 e 15°C, tanto aos trés quanto
aos seis meses (Figura 13B).

A andlise da composi¢do do extrato etandlico das folhas de N. minutum mostrou que a
glucose € o acucar predominante nas plantas crescidas a baixas temperaturas (Tabela 5),
estando de acordo com os resultados obtidos com as andlises colorimétricas, que revelaram

elevado teor de agucares soliveis. A sacarose nao foi detectada nas plantas mantidas a 10°C

por trés meses e naquelas a 20°C, independentemente do periodo estudado (Tabela 5). Nas
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plantas cultivadas a 15°C, a sacarose representa mais de 40% dos agucares soldveis, sendo
que houve um aumento na quantidade deste agticar aos seis meses para as plantas crescidas a
25°C (Tabela 5).

A frutose foi encontrada em todos os tratamentos, porém sua propor¢do € de menos de
10% dos agucares soliveis totais, com excecao para o tratamento a 20°C, que aos seis meses
atingiu quase 20% (Tabela 5). A proporcdo sacarose: hexoses foi maior com o aumento da
temperatura para as plantas crescidas por trés ou seis meses (Tabela 5). Oligossacarideos da
familia da rafinose ndo foram detectados nas condi¢des experimentais utilizadas.

Para N. minutum, nas baixas temperaturas, cerca de 80% dos agucares soluveis
encontrados sdo redutores, enquanto para as plantas cultivadas na temperatura controle, eles
representam apenas 16%. Depois de seis meses, os teores de agucares totais e redutores foram
significativamente menores nas plantas crescidas a 25°C (Figuras 13A e B).

O myo-inositol, um acgucar dlcool, comumente relacionado com a tolerancia ao frio, foi
observado tanto nas temperaturas baixas quanto no controle (Tabela 5). A trealose foi
detectada somente nas plantas mantidas a 10°C por trés e seis meses, mas representa menos
de 1% do contetido de agucares soluveis.

O contetddo de amido foi menor nas folhas de plantas crescidas a 10°C por trés meses,
em compara¢cdao com os demais tratamentos (Figura 13C). O maior conteido de amido foi
encontrado nas plantas cultivadas a 15°C em ambos os periodos, e naquelas a 20°C por seis
meses. Esta andlise ndo foi realizada para as plantas cultivadas a 10°C durante seis meses por

falta de material.
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Figura 13. Contetiido de carboidratos soliveis (A, B) e amido (C) em folhas de plantas de
Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés (coluna branca) e seis meses (coluna cinza)
nas temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C e25°C (Controle). (A) Acgucares totais. (B) Actcares
redutores. (C) Amido. As barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras minudsculas
comparam os valores de plantas crescidas por trés meses e letras maitdsculas comparam os
valores de plantas crescidas por seis meses nas diferentes temperaturas pelo teste de Tukey

com nivel de significancia a 5%.* dado nao avaliado.
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Tabela 5. Porcentagem relativa de myo-inositol, frutose, glucose e sacarose nos extratos
etandlicos em folhas de plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés e seis
meses nas temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C e 25°C (Controle). Letras distintas na mesma

coluna indicam que os dados diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia a
5%.

Tratamento % Relativa
Tempo  Temperatura Razdo
p FZ, 4 Myo-inositol ~ Frutose Glucose Sacarose Trealose Sacarose:
(meses) (°O)
Hexoses
3 10 17,1a 5,1c 77,7a - 0,4a -
15 8,0d 4,3d 45,8¢ 41,9b - 0,8
20 15,6b 13,6a 70,7b - - -
25 9,7c 7,2b 40,1d 43.0a - 0,9
6 10 11,9c 2,1d 52,5b 33,4c 0,1a 0,6
15 14,1b 6,5b 33,4c 46,0b - 1,1
20 17,1a 18,8a 64,1a - - -
25 10,7¢ 5,1c 31,3c 52.8a - 1,4

- ndo detectado.

3.5.2. Carboidratos estruturais

O rendimento em parede celular foi muito similar entre os tratamentos, variando de 13
a 20 mg g'de massa seca (Figura 14A). Depois da hidrdlise, o contetdo de agticares totais e
acidos urdnicos foi maior nas plantas mantidas a 10°C, indicando que a parede celular nesse
tratamento € mais 1dbil e contém mais polissacarideos pécticos dcidos quando comparada com
as de outras temperaturas (Figuras 14B e C).

A andlise da composi¢do de monossacarideos por HPAEC/PAD das plantas controles
mostrou, aos trés meses, a presenga de xilose/manose (67%), seguida de arabinose (20%),
galactose (10%) e glucose (4%) como os principais monossacarideos neutros encontrados nas
paredes celulares de folhas de N. minutum (Figura 15), mantendo estas propor¢des aos seis
meses. As plantas mantidas a 10°C apresentaram uma propor¢do maior de ramnose (1%),
arabinose (25%) e galactose (14%), porém uma menor de glucose (7%) nas paredes celulares
quando comparadas com folhas de plantas cultivadas a 15°C por trés meses (Figuras 15A e

B). Estes resultados em conjunto com o elevado contetido de 4cidos ur6nicos encontrado sdao

46



compativeis com a presenca de uma elevada propor¢do de polissacarideos pécticos em plantas
mantidas a baixas temperaturas.

Aos seis meses, a presenca de ramnose (1%) foi relatada apenas nas plantas crescidas
a 10°C (Figuras 15E-H). Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos em relacdo
a galactose, glucose e xilose/manose encontradas nesse periodo. Depois de seis meses de
crescimento, monossacarideos comumente encontrados em pectinas (4dcidos urdnicos,
ramnose, arabinose e galactose) foram também elevados em plantas mantidas a 10°C,

decaindo sua proporcao naquelas crescidas nas demais temperaturas (Figuras 15E-H).
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Figura 14. Rendimento da Parede Celular (onde MS = Massa Seca) (A), Actcares Totais (B)
e Acidos Urénicos (C) em mg g’ PC (onde PC = Parede Celular) de folhas de plantas de
Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés (coluna branca) e seis meses (coluna cinza)
nas temperaturas de 10°C, 15°C, 20°C e 25°C (Controle). As barras verticais indicam o
desvio padrao. Letras mintdsculas comparam os valores de plantas crescidas por trés meses e
letras maidsculas comparam os valores de plantas crescidas por seis meses nas diferentes

temperaturas pelo teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.
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Figura 15. Composicdo em monossacarideos neutros (% relativa) da parede celular bruta de
folhas de plantas de Nidularium minutum cultivadas in vitro por trés (A-D) e seis meses (E-H)

nas temperaturas de 10°C (A, E), 15°C (B, F), 20°C (C, G) e25°C (Controle) (D, H).
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam que Nidularium minutum € uma espécie tolerante ao
frio, pois mostrou uma elevada taxa de sobrevivéncia (96%) quando mantida in vitro por seis
meses na temperatura de 10°C, atingindo 100% quando cultivada a 15°C. O uso da
temperatura de 15°C tem sido considerado adequado para a redug¢do do crescimento de
espécies tropicais sem causar danos &s plantas (Pierik 1987), conforme demonstrado para
bromélias como Vriesea inflata (Wawra) Wawra que foi mantida in vitro por 24 meses
(Pedroso et al. 2010) e Alcantarea imperialis (Carriére) Harms cultivada por nove meses
(Mollo et al. 2011), ambas nesta temperatura. Contudo, para N. minutum, espécie estudada
neste trabalho, foi observada elevada taxa de sobrevivéncia a temperatura inferior a 15°C,
resistindo por seis meses a 10°C constantes, indicando alta tolerancia ao frio.

Os parametros biométricos e de massa analisados para N. minutum mostraram uma
reducdo no crescimento das plantas quando mantidas em baixas temperaturas. Estes
resultados estdo de acordo com o encontrado para as bromélias Alcantarea imperialis (Mollo
et al. 2011) e Vriesea inflata (Pedroso et al. 2010), que foram mantidas a 15°C e para Ananas
comosus (L.) Merr. var. Smooth Caeynne crescida a 28°C (dia)/15°C (noite) (Nievola et al.
2005).

Em relacdo ao parametro nimero de folhas, este foi o que menos se alterou entre os
tratamentos (Figura 6). Esta caracteristica também foi relatada para outras espécies de
bromélias crescidas no frio, como Alcantarea imperialis (Mollo et al. 2011), Vriesea inflata
(Pedroso et al. 2010) e Ananas comosus (Nievola et al. 2005). Deste modo, este parametro
parece variar pouco quando se comparam plantas mantidas em temperaturas baixas.

Foi verificada a influéncia da temperatura na divisdo celular em folhas de milho (Zea
mays, Fj, cv. DEA) (Ben-Haj-Salah & Tardieu 1995, Granier et al. 2000). Quando cultivadas
a 30°C, as células das folhas se dividem cinco vezes mais rdpido do que aquelas mantidas a
13°C, mesmo estas apresentando o mesmo tamanho (Ben-Haj-Salah & Tardieu 1995).
Granier et al. (2000) relatam a influéncia da temperatura nas enzimas de regulacdo do ciclo
celular, processo pelo qual ocorre a reproducdo da célula e do seu DNA, sendo formado por
quatro fases designadas Gj, S, G, e M. As enzimas-chaves que controlam a entrada das
células no ciclo de divisdo sdo as proteinas quinases dependentes de ciclinas ou CDKs, que
sao enzimas que fosforilam outras proteinas utilizando o ATP (Taiz & Zeiger 2006). A
atividade dessa enzima € regulada pela temperatura, pois em folhas de milho foi maior nas
temperaturas de 25,5°C e cerca da metade em folhas crescidas a 14°C. Também foi

mencionada uma reducdo da taxa de divisao celular respectivamente de 70% e 40% em folhas
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crescidas a 14°C e 19°C comparadas com aquelas a 25,5% (Granier et al. 2000). Deste modo,
sugere-se que a baixa temperatura tenha prolongado o ciclo celular e reduzido a taxa de
divisdo celular em folhas de milho.

Em geral, as raizes mostram uma elevada sensibilidade as flutuacdes da temperatura.
Tanto em temperaturas constantes € em condi¢des de alternancia, a taxa de crescimento da
raiz aumenta com a temperatura (Nagel er al. 2009). Estes mesmos autores verificaram que
em milho (Zea mays (L.) var. Alexander), as raizes primdrias sdo 46% menores crescidas a
13°C quando comparadas com as de 25°C. Para Brassica napus (L.) cv. Campino, aos 10°C a
formagdo de raizes laterais comecou tardiamente e a taxa de ramificacdo foi reduzida a 60%
quando comparada com o tratamento de 20°C (Nagel et al. 2009).

Para bromélias, foi observada uma reduc¢ido no nimero de raizes em Ananas comosus
quando cultivado em 28°C (dia)/15°C (noite) (Nievola et al. 2005) e em Alcantarea
imperialis mantida a 15°C (Mollo et al. 2011). Em N. minutum, os valores da biometria da
raiz sempre foram menores nas temperaturas de 10 e 15°C. A massa seca também foi menor
em baixas temperaturas para Alcantarea imperialis (Mollo et al. 2011) e Vriesea inflata
(Pedroso et al. 2010), mas Ananas comosus apresentou valores maiores quando comparados
com as plantas crescidas a 28°C constantes.

A distribuicdo da biomassa também mostrou uma forte influéncia da temperatura no
acumulo de massa seca das raizes em N. minutum. Conforme a temperatura aumentou, houve
uma maior porcentagem de raiz quando comparada com as temperaturas baixas (Tabela 2).
Logo, nas temperaturas baixas o maior investimento ocorre na parte aérea e a medida que a
temperatura vai aumentando, essa razdo vai sendo alterada.

Nagel et al. (2009) conseguiram variar, durante o cultivo de Brassica napus, apenas a
temperatura da raiz (10, 15 e 20°C), enquanto a temperatura da parte aérea se manteve
constante (23°C (dia)/18°C (noite)). Com isso, os autores puderam afirmar que o impacto na
reducdo da temperatura na raiz afeta mais o sistema radicular da planta do que a sua parte
aérea, pois houve resultados similares para a massa seca da parte aérea daquelas crescidas nos
diferentes tratamentos térmicos radiculares, porém foi observada uma reducdo de 42% no
comprimento da raiz das plantas cultivadas a 10°C em relacao aquelas de 20°C.

A resposta das raizes a mudangas na temperatura ¢ dinamica, envolvendo a adaptacdo
ao alongamento da zona de crescimento e mudancgas na divisdo celular (Nagel er al. 2009).
Segundo ainda estes autores, como um padrao estdvel de crescimento da raiz requer um
balango entre o alongamento e a divisdo celular do meristema, o declinio tardio no seu
crescimento pode ser devido a produc¢do insuficiente de novas células no meristema apical

para compensar o aumento da taxa de alongamento celular.
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Aos trés meses, foram encontrados os menores valores para a TCR nas plantas
mantidas a 10 e a 15°C (Figura 8). O efeito da temperatura na redu¢ao da TCR foi mostrado
também para mamona (Ricinus communis cultivar BRS Energia), sendo que os autores
ressaltam a elevada correlacdo positiva da temperatura com a taxa de crescimento relativo
(Aires et al. 2011).

Foi observado aumento na TCR para as plantas crescidas nas diferentes temperaturas
analisadas aos trés meses, exceto para as plantas mantidas a 15°C (Figura 8). O aumento da
TCR nas primeiras coletas também foi observado para mamoeiro (Carica papaya L.) (Lima et
al. 2007), manjericao (Ocimum brasilicum L.) (Barreiro et al. 2006) e couve-flor (Brassica
oleracea var. botrytis) (Gondim et al. 2011). Esta taxa maior no inicio do desenvolvimento
pode resultar em maior captura de luz pelas folhas, favorecendo que o indice da drea foliar
maximo seja atingido rapidamente (Gondim et al. 2011).

Para as plantas de 15°C, a TCR foi maior somente apds seis meses de cultivo in vitro,
indicando um atraso no crescimento quando comparada com as que cresceram em 20 e 25°C,
que apresentaram uma TCR maior logo nos trés primeiros meses (Figura 8). Essa diminuicdo
na taxa de crescimento viabiliza a manuten¢do de N. minutum em colecdes in vitro de
crescimento lento, por meio da reducao da temperatura de cultivo.

A baixa temperatura estd relacionada com uma restricio na absorcdo de dgua e de
nutrientes (Sharma et al. 2005), pois ha uma diminuicdo das rea¢des quimicas resultando em
menos energia metabdlica disponivel (Larcher 2006). A andlise do teor hidrico de N. minutum
foi semelhante em todos os tratamentos, independentemente do periodo estudado, tanto para a
parte aérea como para a radicular (Tabela 1), mostrando que esta espécie se mantém hidratada
mesmo em baixas temperaturas. Estes dados mostram uma importante adaptacio ao frio, pois
a dgua forma o ambiente onde ocorre a maioria das reacdes bioquimicas celulares e participa
diretamente em muitas reacOes quimicas essenciais (Taiz & Zeiger 2006). Além disso, o
déficit hidrico leva a uma diminui¢cdo na atividade fotossintética pela reducdo do indice de
troca de CO; e a sua condugdo para a folha, além de reduzir a concentracdo desse elemento
nos espacos intracelulares (Faver et al. 1996).

Em geral o aumento de pigmentos tem sido associado a temperaturas de cultivo
maiores como descrito por Boese & Huner (1990) que verificaram ser duas vezes maior o teor
de pigmentos em folhas de espinafre (Spinacia oleracea L. cv. Savoy) mantidas a 16°C em
relacao aquelas sujeitas a 5°C e mostrado por Liu et al. (2010) para plantas de Arabidopsis
thaliana, por Haldimann (1999) e Singh et al. (2012) para plantas de milho (Zea mays L.).
Contudo, para a bromélia tropical Vriesea inflata, foi demonstrado ndo haver diferencgas entre

as plantas mantidas a 15 e 28°C, indicando que esta espécie conseguiu assimilar nitrogénio
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em pigmentos mesmo a baixa temperatura (Pedroso e al. 2010), revelando a existéncia de
mecanismos de adaptagdo importantes mesmo no ambiente tropical, possivelmente presentes
também em N. minutum.

De modo interessante, apesar das folhas de N. minutum apresentarem uma colora¢ao
verde clara nas temperaturas de 10 e 15°C aos trés meses e apenas nas de 10°C aos seis
meses, o desenvolvimento do cloroplasto ndo foi totalmente reprimido, pois foi possivel
quantificar a clorofila e carotenoides nesse periodo. A 2°C, folhas de cevada (Hordeum
vulgare cv. Abyssinian) apresentam muitos cloroplastos com danos nos tilacoides, porém
alguns ndo apresentam essa caracteristica, o que contribui para a quantidade pequena de
clorofila encontrada nessas folhas (Smillie et al. 1978). Falk et al. (1996) relatam que embora
para algumas espécies o desenvolvimento do cloroplasto ndo seja prejudicado a baixas
temperaturas, a organizacdo do fotossistema I e II € significantemente alterada. Todavia para
plantas de N. minutum mantidas a 15° C a atividade fotossintética pode ter sido eficiente dado
o incremento de biomassa das plantas aos seis meses de cultivo nessa temperatura.

A explicacdo para o que ocorreu na parte basal das folhas que eram mais claras do que
o verde da porcdo apical nas plantas de N. minutum crescidas a 10°C, pode ser semelhante ao
observado por Liu et al. (2010) para plantas de Arabidopsis thaliana expostas a 8°C. Esses
autores sugerem que houve um atraso na biogénese do cloroplasto nessa temperatura e
também uma alteragdo no perfil do RNA; no cloroplasto, que culminaram em problemas na
traducdo e acimulo de proteinas nesta organela. Outra hipdtese para esse aspecto pode estar
relacionado ao observado em folhas de Eucalyptus globulys que também apresentaram uma
coloragdo mais clara quando expostas a baixas temperaturas e a luz solar (Close et al. 1999).
Segundo os autores desse trabalho, as taxas de fotossintese podem ser reduzidas no frio,
tornando a folha incapaz de utilizar toda a energia luminosa absorvida e, em algumas
ocasides, sua capacidade de absorver a energia excede a sua capacidade de dissipa-la. A
producdo de espécies reativas de oxigénio nessas condi¢des causa um dano visivel no tecido
chamado em inglés de “photobleaching” (branqueamento).

A radiacdo fotossinteticamente ativa na camara de germinacgdo tipo BOD, utilizada
nesse estudo, € em torno de 45umol m> s'l, considerada baixa se comparada com os valores
encontrados no interior da floresta, como por exemplo na Floresta Ombroéfila Densa no Estado
do Parand em que hd uma variacdo de 60 a 1666 umol m™ s, de acordo com a fitofisionomia
estudada (Boeger et al. 2009). N. minutum é uma bromélia terrestre e adaptada a sombra, pois
no local de ocorréncia dessa espécie, a Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba,
permanece o dominio de Matas Altas em aproximadamente 67% da Reserva, apresentando

nas areas mais conservadas uma cobertura mais densa, com dossel de 15 metros ou mais de
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altura e continuo, com poucas interrupcdes e irregularidades, sendo o interior da mata bem
umido e sombreado (Sugiyama et al. 2009). Desse modo, esta espécie pode ser capaz de
alterar os pigmentos no caso de aumentar a intensidade luminosa no frio.

Smillie et al. (1978) verificaram o efeito da temperatura na estrutura do cloroplasto na
cevada (Hordeum vulgare cv. Abyssinian). Os autores também observaram um clareamento
nas folhas da cevada quando crescida a 2°C e associaram esse fendmeno a uma inibi¢ao no
desenvolvimento do cloroplasto, apesar das plantas continuarem a crescer, embora
lentamente. Na andlise da ultraestrutura do cloroplasto, nas folhas claras dificilmente sdo
reconhecidos os tilacoides e hd uma escassez de ribossomos. Ja nas folhas verdes, os grana
apresentam menos tilacoides e estes possuem frisos na membrana, sendo que estas
caracteristicas ndo foram observadas em folhas crescidas a 32°C. Os autores concluem que a
exposicdo a baixa temperatura resultou em estruturas anormais no cloroplasto. Em folhas de
pepino (Cucumis sativus L.) cultivado a 4°C também foram encontradas alteragdes no
cloroplasto e na mitocondria, sendo que os danos no cloroplasto foram similares aos
reportados para as folhas verdes de cevada e na mitocondria foi relatado que elas pareciam
vazias por dentro (Xu et al. 2012).

Estudos mostram que as plantas respondem ao estresse pela baixa temperatura
reduzindo seu conteido de clorofila e aumentando a razdo -carotenoides: clorofilas
(Haldimann 1999), como foi relatado para N. minutum cultivada a 10 e 15°C. Os carotenoides
sdo pigmentos acessorios na fotossintese, mas também sao conhecidos como agentes
fotoprotetores contra a fotooxidacdo em plantas (Sun & Wen 2011).

Relacionando os valores da TCR com o contetido de clorofilas e carotenoides, foi
verificado um elevado valor da TCR e contetddo de clorofilas e carotenoides para as plantas a
20 e 25°C aos trés meses, e para as plantas a 15°C por seis meses (Figuras 8 ¢ 9). Levando em
consideragdo que as variacdes na TCR também sdo influenciadas pela disponibilidade de
nitrogénio, os elevados valores da TCR sugerem uma elevada eficiéncia no uso do nitrogénio
no processo de fixacdo de carbono (Poorter et al. 1990).

Considerando a anatomia foliar da planta adulta, de modo geral as caracteristicas
encontradas para N. minutum estdo de acordo com as descritas para outras bromélias
(Tomlinson 1969, Sajo et al. 1998). Comparando com a organizacao estrutural de Nidularium
innocentii Lem., que também estd presente na mesma Reserva, € com outros representantes
desse género, foi observado uma semelhanca na organizacdo dos tecidos aquifero e
clorofiliano (Sajo et al. 1998). Em relacao ao tecido armazenador de dgua, € mais comumente

evidente na face adaxial (Tomlinson 1969), enquanto para N. minutum foi descrito em ambas
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as faces na folha adulta e somente na face adaxial para as plantas cultivadas in vitro, estando o
parénquima clorofiliano estritamente localizado no centro da estrutura laminar.

Apesar de ser relatada na literatura a influéncia do frio no aumento da espessura das
folhas (Boese & Huner 1990, Stefanowska er al. 1999, Gursuch et al. 2010), ndo houve
diferencas para N. minutum cultivada nas baixas temperaturas quando comparada com as
plantas cultivadas a 20 ou 25°C, independentemente do periodo (Tabela 4). Resultado
parecido foi visto para Vriesea inflata, onde também nao foram observadas mudangas no
nimero de camadas do parénquima (Pedroso et al. 2010), porém no abacaxi houve aumento
nas camadas do parénquima clorofiliano, o que levou a um aumento na espessura total das
folhas (Nievola et al. 2005).

Para N. minutum, as diferencas encontradas foram em relacdo a espessura dos
parénquimas aquifero e clorofiliano analisados separadamente, o que indica uma mudanca no
padrdao de desenvolvimento para este espécie quando exposta a baixa temperatura. Apos trés
meses, as plantas a 20 e 25°C investiram no parénquima clorofiliano, enquanto naquelas
cultivadas a 10 e 15°C o desenvolvimento foi dirigido para a formagdo de tecidos
acumuladores de &4gua (parénquima aquifero), provavelmente como um mecanismo de
tolerancia ao frio (Tabela 4). Aos seis meses, este padrdo se mantém nas plantas a 10°C,
porém ele ndo permanece naquelas crescidas a 15°C, pois hd um aumento na espessura do
parénquima clorofiliano, fazendo com que este se iguale ao das plantas cultivadas a 20 e
25°C, sugerindo que estas plantas estejam aclimatizadas ao frio apds seis meses de cultivo in
vitro.

Além do parénquima aquifero, existem outras adaptacdes para possibilitar o acimulo
de dgua durante o frio. Em N. minutum foram observadas a presencga de estdmatos somente na
superficie abaxial da folha e a ocorréncia da cuticula peristomética nas células-guarda
(Figuras 11 e 12), que sdo caracteristicas que facilitam a conservacao de dgua nos tecidos. No
abacaxizeiro cultivado in vitro na temperatura de 28°C (dia)/15°C (noite) foi verificado a
presenca de um sistema vascular mais conspicuo (Nievola et al. 2005), enquanto em Rheum
emodi Wall. foi encontrado um aumento no nimero de feixes vasculares nas plantas mantidas
a 15°C quando comparadas com aquelas crescidas a 25°C (Malik ez al. 2009). Segundo estes
autores, tais modifica¢des estariam envolvidas no aumento do transporte de 4gua e nutrientes,
que podem ser reduzido durante o cultivo em baixas temperaturas.

O aumento na espessura do parénquima clorofiliano nas plantas crescidas a 15°C por
seis meses pode estar relacionado ao aumento no conteido de pigmentos fotossintéticos, além
da auséncia do branqueamento nesse periodo em relagdo as plantas de trés meses (Figuras 5 e

9). Considerando que o contetddo de clorofilas estd relacionado com o status nitrogenado das
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plantas, ja que o nitrogénio € um componente essencial da clorofila (Wiedenfeld et al. 2009),
o maior conteido desse pigmento pode também indicar a adaptagdo ao frio das plantas
crescidas a 15°C ao atingirem seis meses de cultivo.

A baixa temperatura reduz termodinamicamente a cinética das reacdes metabdlicas,
induzindo a rigidez das membranas e levando a um distirbio em varios processos, como
abertura dos canais i6nicos, reacdes de transferéncia de elétrons etc. (Ruelland et al. 2009). A
sobrevivéncia de plantas a temperaturas acima de 10°C estd relacionada a mudancas no seu
metabolismo, como o acimulo de substancias osmoprotetoras (agicares, aminoécidos, solutos
compativeis), pela ativacdo da transdugdo de sinais que levam a estabilizacio de membranas,
e alteracdes na expressao génica, provendo protecao em diversos niveis (Sharma et al. 2005).

A sacarose é um acucar cujo acimulo é comumente atribuido a tolerancia a baixas
temperaturas (Guy et al. 2008, Janska et al. 2010, Singh et al. 2012). Entretanto, em N.
minutum a razdo sacarose: hexoses livres foi baixa nas plantas mantidas a 10°C (Tabela 5),
sugerindo que este acgucar foi degradado nessas condicdes. Aos seis meses, as plantas
crescidas a 15°C apresentaram esta razdo parecida com o controle, o que mostra o
envolvimento desse agicar na adaptacao a baixa temperatura.

Maior acimulo de outros agucares, que nao a sacarose, foi observado em folhas de
repolho (Brassica oleracea cv. Banchurisou). Apds 10 dias mantidas a 5°C, foi observado
aumento no conteido de glucose e frutose nas plantas em relacdo aquelas crescidas a 20°C
(dia)/15°C (noite) (Sasaki et al. 1996). Em Alcantarea imperialis, Mollo et al. (2011) também
relataram maior acimulo de carboidratos de baixo peso molecular como a rafinose e a
estaquiose e atribuiram esse aumento a uma protecao osmotica associada a uma tolerancia ao
frio.

Em N. minutum crescida a 15 e 20°C foi observado maior conteddo de amido, aos seis
meses, quando comparada com plantas mantidas na temperatura de 10°C (Figura 13C), como
também ocorreu para plantas de milho quando cultivadas a 25°C (dia)/18°C (noite) (Singh et
al. 2012). O amido € o carboidrato de estoque dominante nas plantas. Em plantas de milho, o
amido se acumula durante a exposicdo ao frio e diminui com o aumento da temperatura
(Singh et al. 2012). A andlise do conteiido de amido para a bromélia Aechmea “Maya”
mantida em casa de vegetacdo durante a primavera, verdao, outono e inverno, foi similar entre
as quatro estagdes, sugerindo que o acumulo e a degradacdo deste agucar foram pouco
afetados pelas diferentes estacdes (Ceuster et al. 2010). Ja para Alcantarea imperialis mantida

in vitro foi observado um menor conteido de amido apds nove meses a 15°C (Mollo et al.

2011).
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A fotossintese é afetada, assim como todos os processos de desenvolvimento e
metabolismo, quando as plantas s@o expostas a temperaturas baixas (Knight & Knight 2012).
Como a maior parte do carbono fixado na fotossintese é utilizada para a formacgao de
carboidratos, principalmente sacarose e amido, que sdo os produtos mais estdveis do processo
fotossintético (Majerowicz 2008), a concentracdo desses compostos também pode ser muito
alterada, o que pode ter ocorrido com as plantas de N. minutum cultivadas em diferentes
tratamentos térmicos.

Foi verificada a presenca de trealose apenas nas plantas cultivas a 10°C por trés ou
seis meses. A trealose € um aguicar encontrado em vérios tipos de organismos, como fungos,
bactérias e insetos, sendo que é conhecida como um agente protetor contra a perda de dgua
durante a desidratacdo ou congelamento (Fernandez et al. 2012). Em Vitis vinifera L. foi
relatado seu acumulo durante o cultivo a 4°C e para bromélias, a presenca desse agucar foi
relatada pela primeira vez para A. imperialis cultivada in vitro a 15°C (Mollo et al. 2011).
Ambos os autores confirmam o papel da trealose na resisténcia ao estresse causado pelo frio.

O rendimento da parede celular foi o mesmo em todos os tratamentos,
independentemente do periodo, indicando que a proporcdao da parede celular acompanhou o
aumento da massa seca na mesma proporcdo durante o crescimento nas diferentes
temperaturas. Ja na parede celular de Brassica napus var. oleifera, houve um aumento de duas
vezes no rendimento a 2°C quando comparada com aquelas mantidas a 20°C (dia)/15°C
(noite) e isso foi atribuido ao aumento no contetido de pectinas, em especial aos dcidos
urdnicos, na parede celular (Kubacka-Zebalska & Kacperska 1999). Em N. minutum também
houve um aumento na propor¢do de acucares totais € dcidos urdnicos na parede celular das
plantas crescidas a 10°C, porém isso nao influenciou seu rendimento.

O aumento das pectinas na parede celular de plantas tem sido associado a tolerdncia a
baixas temperaturas (Weiser et al. 1990, Kubacka-Zebalska & Kacperska 1999, Solecka et al.
2008). Em Brassica napus var. oleifera mantida a 2°C houve um aumento no contetido de
glucose, galactose e arabinose quando mantida no frio (Kubacka-Zebalska & Kacperska
1999), e o mesmo foi mostrado para a ervilha crescida na mesma temperatura, com relacao a
xilose (Weiser et al. 1990). Para N. minutum a 10°C, foi observado além desses acticares, uma
maior quantidade de ramnose do que nos outros tratamentos, o que indica maior proporcao de
ramnogalacturonanos nessas paredes celulares. Xilose/manose foram os monossacarideos
mais abundantes na parede de N. minutum, independentemente da temperatura estudada,
indicando a presenca de xilanos e/ou mananos nessas paredes, como comumente encontrado

em monocotiledoneas (Carpita &McCann 2000).
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Weiser et al. (1990) atribuem o acréscimo no conteddo de pectinas a uma maior
extensdo da parede celular, o que eles sugerem que originaria um aumento na sua rigidez e
isso levaria a um aumento na resisténcia ao colapso induzido pela desidratagdao causada pelas
baixas temperaturas. Maior rigidez também foi relacionada com o aumento na atividade da
enzima pectina metil-esterase (PME), que foi verificada em maior quantidade na parede
celular de folhas de B. napus var. oleifera mantidas a 2°C, que refletiu no aumento da rigidez
da folha (Solecka et al 2008). Isso induziu a uma maior resisténcia das células da folha a
desidratacdo causada pelo frio/congelamento, levando a uma inibi¢do da expansio da lamina
foliar. Estes autores sugerem que mudancas nas propriedades mecanicas da parede celular
contribuem para a tolerancia ao frio. A atividade da PME promove remocao de grupos metila
das pectinas, levando a maior associacdo dos polissacarideos pécticos com ifons célcio e
consequente aumento na rigidez da parede celular.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a temperatura de 15°C ¢é
propicia para possibilitar a redu¢do do crescimento de N. minutum de modo a diminuir a
necessidade de subcultivos, criando subsidios para o estabelecimento futuro de uma colecao
in vitro sob crescimento lento por meio da utilizagdo de temperaturas baixas como descrito
para Huernia hystrix (Amoo et al. 2009), Cochlospermum regium (Scrank) Pilg. (Camillo et
al. 2009), Podophyllum peltatum L. (Lata et al. 2010), Vriesea inflata (Pedroso et al. 2010),
Alcantarea imperialis (Mollo et al. 2011), entre outras.

Este trabalho mostrou que adaptagdes ao frio ocorrem na espécie tropical N. minutum
como menor conteddo de pigmentos fotossintéticos, aumento na razdo carotenoides:
clorofilas, maior conteido de carboidratos soldveis, estruturais e amido, € maior espessura do
parénquima aquifero.

A reducdo do crescimento de N. minutum ocorreu nas temperaturas de 10 e 15°C,
sendo que ambas podem ser usadas para a forma¢do de uma colecao in vitro de crescimento
lento de N. minutum.

Contudo, a avaliacdo da aclimatiza¢dao das plantas mantidas nestas temperaturas deve
ser realizada de modo a verificar se as alteragdes induzidas pelo cultivo a baixa temperatura
ird influenciar na restauracdo do crescimento, visando a producdo de mudas da colecdo a
serem utilizadas em programas de repovoamento como realizado para outras espécies
endémicas e/ou ameacgadas (Bisht et al. 2012, Prathanturarug et al. 2012, Sarmast et al. 2012)
como N. minutum, ou mesmo disponibilizadas ao mercado de ornamentais de modo a reduzir
a procura de exemplares retirados do ambiente natural. Esse procedimento pode contribuir,

indiretamente, para diminuir o extrativismo ilegal no ambiente natural, que juntamente com
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outras acOes antropicas na Mata Atlantica, afetam a sobrevivéncia de muitas outras espécies

de bromélias.
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Capitulo 2

Efeito da temperatura de cultivo in vifro na aclimatizacao da bromélia

endémica Nidularium minutum Mez.

RESUMO

A aclimatizacdo de plantas pertencentes a uma colecdo in vitro de crescimento lento em
baixas temperaturas deve ser avaliada quando se deseja a producdo de mudas para
repovoamento, sobretudo no caso de espécies endémicas ameacadas de extin¢gdo, como a
bromélia Nidularium minutum Mez. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de
plantas dessa bromélia, provenientes do cultivo in vitro em diferentes temperaturas. Plantas de
N. minutum, obtidas da germinacdo in vitro em meio de Murashige & Skoog (1962) com a
metade da concentragdo dos macronutrientes (MS/2), foram mantidas nas temperaturas de
10°C, 15°C, 20°C e 25°C (controle). Apds trés (T3) e seis meses (T6) nessas condigdes, as
plantas foram transferidas para bandejas de isopor com casca de Pinus como substrato, sendo
mantidas a 25°C por 120 dias. A cada 30 dias foram avaliados pardmetros biométricos, sendo
que apdés 120 dias foi realizada a andlise de pigmentos fotossintéticos. Os resultados
mostraram uma menor sobrevivéncia das plantas aclimatizadas do cultivo in vitro a 10°C,
tanto de T3 como de T6. Nao foram verificadas alteracdes morfoldgicas nas plantas
aclimatizadas, sendo que as folhas com coloragdo mais clara, observada nas plantas in vitro
crescidas a 10°C e a 15°C (apenas em T3), foram retornando a coloracdo normal apds a
aclimatizacdo e ndo foram encontradas novas folhas com esse aspecto. Observou-se um
crescimento ao longo dos 120 dias de aclimatizag¢do, e de modo geral, os menores valores
foram encontrados para as plantas aclimatizadas provenientes de 10°C que tinham menor
conteddo de clorofila em comparagdo as demais. Devido a maior sobrevivéncia e valores de
taxa de crescimento expressivos, sugere-se o uso da temperatura de 15°C para a formagao de
uma colecdo in vitro de crescimento lento, sendo vidvel a retomada do crescimento das
plantas aclimatizadas apds o cultivo in vitro sob esta temperatura, visando a producio de

mudas.

Palavras-chave: Transferéncia ex vitro, resfriamento, repovoamento, micropropagacgao,

sobrevivéncia.
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Effect of temperature of the in vitro culture on the acclimatization of

endemic bromeliad Nidularium minutum Mez.

ABSTRACT

The acclimatization of plants belonging to an in vitro collection under slow growth at low
temperatures should be evaluated when it is desired to produce seedlings for reforestation,
especially in the case of endangered endemic species such as the bromeliad Nidularium
minutum Mez. The aim of this study was to evaluate the growth of this bromeliad plants, from
in vitro culture at different temperatures. Plants of N. minutum, obtained from in vitro
germination in Murashige & Skoog (1962) with half the concentration of macronutrients
(MS/2), were maintained at temperatures of 10°C, 15°C, 20°C and 25°C (control). After three
(T3) and six months (T6) under these conditions, the plants were transferred to trays with pine
bark as substrate, being kept at 25°C for 120 days. Every 30 days the biometric parameters
were evaluated, and after 120 days the analysis of photosynthetic pigments was performed.
The results showed a lower survival of acclimatized plants from the in vitro culture at 10°C,
both from T3 and T6. No morphological changes were observed in plants acclimatized, and
the leaves with lighter color, as observed in the plants grown in vitro at 10°C and 15°C (T3
only), began returning to normal color after acclimatization, and new leaves with this aspect
were not found. There was an increase on the growth over the 120 days of acclimatization,
and in general, the lowest values were found for plants acclimatized from 10°C that presented
less chlorophyll content compared to the others. Due to higher survival and expressive growth
rate values, this work suggested the use of 15°C to form an in vitro collection under slow
growth, with a viable growth resumption from acclimatized plants after in vitro culture under

that temperature, aimed at the production of seedlings.

Keywords: ex vitro transfer, cold, repopulation, micropropagation, survival.
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1. INTRODUCAO

Muitos aspectos da biotecnologia tém levado a um aumento do interesse na pesquisa
do cultivo in vitro de plantas, estando esta aérea em expansdo na produgdo comercial, pois
permite rdpida multiplicagdo de matrizes selecionadas (Hung et al. 2011), atendendo a
demanda do mercado interno e externo de plantas ornamentais. Outra vantagem dessa técnica
¢ a producdo de plantas livre de doengas, ja que plantas propagadas convencionalmente uma
vez infectadas por microrganismos endégenos os transmitem as geragdes seguintes,
resultando em uma diminui¢do no rendimento das culturas (Mercier & Kerbauy 1997).

A producgido de plantas ornamentais por meio do cultivo in vitro envolve a passagem
destas para o crescimento em estufa (ex vitro), e esta etapa € chamada de aclimatizacdo. Uma
elevada taxa de sobrevivéncia das plantas aclimatizadas € crucial para o sucesso da
multiplicagdo utilizando o cultivo in vitro (Hung et al. 2011). Alguns autores a considera
critica e representa, em alguns casos, um limite ao processo de micropropaga¢ao (Hartmann et
al. 2002). Isto ocorre pelo fato das plantas in vitro crescerem em um ambiente com baixa
intensidade luminosa, condi¢des assépticas, em um meio nutritivo € uma atmosfera com alto
nivel de umidade (Hazarika 2006), caracteristicas ndo mais existentes quando transferidas
para as condicdes ex vitro.

Segundo Hartmann er al. (2002), o periodo em que as plantas permanecem em
aclimatizacdo varia conforme a espécie, condi¢des da cultura, composi¢ao do meio de cultivo,
uso de reguladores, entre outros. Porém, a presenca e o grau de desenvolvimento das raizes
sao fatores limitantes para o processo de aclimatizacdo, ja que as plantas irdo depender da
capacidade de absor¢do dos nutrientes presentes no substrato para sobreviver a essa nova
condi¢do. Por isso, as avaliacdes das raizes antes e apds o periodo de aclimatizacdo sdo
importantes para o acompanhamento do seu crescimento (Aoyama et al. 2012).

Um dos fatores que influenciam na sobrevivéncia das plantas aclimatizadas é a
condicdo de cultivo in vitro previamente utilizada. Uma maior concentragdo de sacarose
durante o cultivo in vitro do abacateiro (Persea americana Mill.) resultou em 100% de
sobrevivéncia das plantas apés dois meses de aclimatizacdo, enquanto aquelas obtidas da
concentracdo menor apresentaram 70% de sobrevivéncia (la Vifia et al. 1999). Plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Samsum) mantidas in vitro em baixa ou alta irradiancia
mostraram 100% de sobrevivéncia quando aclimatizadas, sendo que as diferencas fisiologicas
(como, por exemplo, o conteddo de carboidratos, amido e pigmentos fotossintéticos) relatadas
entre os tratamentos in vitro foram gradualmente desaparecendo durante o crescimento ex

vitro (Kadlecek et al. 2001).
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Estudos vém mostrando que a transferéncia das plantas cultivadas in vitro para o
crescimento em estufa pode ser favordvel pelo uso de baixas temperaturas, como relatado em
Campostrini & Otoni (1996). Plantas de Podophyllum peltatum L. que foram mantidas in
vitro sob 10°C e depois aclimatizadas na temperatura de 25°C mostraram maior taxa de
sobrevivéncia e plantas mais vigorosas, quando comparadas com aquelas aclimatizadas e
provenientes do cultivo in vitro a 25°C (Lata et al. 2010). Para bromélias cultivadas in vitro
sob temperaturas baixas, foi investigada a aclimatizacdo de Vriesea inflata (Wawra) Wawra
mantida por dois anos a 15°C, transferida para 28°C por um ano e posteriormente
aclimatizada, sendo observada uma taxa de 100% de sobrevivéncia apds trés meses de cultivo
(Pedroso et al. 2010). Nao foram encontrados outros relatos sobre a aclimatizacdo de
bromélias cultivadas in vitro em temperaturas baixas constantes.

No capitulo 1 desta dissertagdo foi identificada a resisténcia a temperaturas baixas
constantes quando plantas de N. minutum, uma espécie de bromélia endémica de
Paranapiacaba, considerada ameacada de extincdo, eram cultivadas in vitro. Foi observado
que a 15°C e 10°C as plantas eram menores que aquelas mantidas a 25°C, diminuindo a
necessidade de subcultivos nessa condicdo térmica de temperatura baixa. Contudo, deve ser
averiguada a possibilidade de aclimatizagcao dessas plantas, caso seja necessario restabelecer o
crescimento visando a producdo de mudas, seja para reintroducdo ou mesmo para atender ao
mercado de plantas ornamentais. Portanto, este capitulo teve por objetivo identificar a
possibilidade de aclimatiza¢dao de plantas de N. minutum provenientes do cultivo in vitro em

baixas temperaturas (15°C e 10°C).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estabelecimento do cultivo in vitro de Nidularium minutum em diferentes
temperaturas

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Niucleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo.

Foram utilizadas sementes de Nidularium minutum Mez. coletadas na Reserva
Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba — SP (Figura 1A), conforme descrito no Capitulo
1 (item 2.1). As sementes foram submetidas a desinfestacdo superficial em frasco contendo
alcool etilico a 70% por cinco minutos, sendo, em seguida, imersas em solu¢do do fungicida
Benomyl 0,1% por 15 minutos e, posteriormente, colocadas em solucdo de hipoclorito de
sodio comercial a 2%, acrescida de duas gotas de Tween 20®, durante uma hora, em agitacao.

Foram depositadas 100 sementes por placa de Petri contendo 20 mL do meio de
cultura Murashige & Skoog (1962-MS) na concentragdo de 50% da composi¢do original dos
macronutrientes, mantendo-se a concentracdo de micronutrientes, acrescidos de 3% de
sacarose, 0,01% de myo-inositol e 0,01% de tiamina HCI. O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da adicdo de 5 g L™ de dgar e a sua esterilizagdo foi realizada em autoclave, a 121°C,
durante 15 minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo de
12 horas, irradiancia de 30 umol m™?s™ e temperatura de 25 + 2°C por 30 dias.

Apés este periodo, as plantas foram transferidas para frascos com 250 mL de
capacidade e foram adicionados 40 mL deste mesmo meio de cultura (Figura 1B). Foram
colocadas cinco plantas por frasco e estes distribuidos em cinco camaras de germinacio nas
temperaturas de 10 £ 2 °C, 15 £ 2 °C, 20 = 2 °C e 25 £ 2 °C (sendo esta ultima temperatura
considerada o controle) com fotoperiodo de 12 horas e irradidncia média de 45 pmol m™~ s™.
Foram utilizados 150 frascos por tratamento térmico.

Foram selecionados os periodos de permanéncia in vitro, ou seja, apds trés e seis
meses denominados de T3 e T6, respectivamente, apds os quais as plantas foram transferidas
para a condicao ex vitro, conforme descrito a seguir. Apds trés meses de cultivo, as plantas do
lote T6 foram colocadas em frascos com novo meio nutritivo para que permanecessem por

mais trés meses in vitro, antes de serem transferidas para a fase de aclimatizacgao.

2.2. Estabelecimento da aclimatizacao (cultivo ex vitro)
Aos trés (T3) e seis meses (T6) foram retiradas dos frascos 80 plantas de cada

tratamento térmico (10, 15, 20 e 25 °C), com excec¢do das plantas cultivadas in vitro a 10°C
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por seis meses que foram separadas 100 plantas. Todas foram lavadas em 4gua corrente para
remover o meio de cultura, a fim de evitar a proliferacdo de microrganismos. Em seguida,
foram transferidas para bandejas de isopor com capacidade para 200 plantas. Utilizou-se
como substrato casca de Pinus (previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 45
minutos) (Figura 1C). Uma vez por semana as plantas foram irrigadas com solug@o nutritiva
contendo a concentracdo original de micronutrientes do meio de Murashige & Skoog (1962) e
a de macronutrientes reduzida a metade (Santos et al. 2010). Para evitar a perda excessiva de
umidade, as bandejas foram envolvidas por saco plastico transparente, conforme Pedroso et
al. (2010) (Figura 1D).

As plantas foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo de 12 horas,
irradiancia de 30 pmol mZste temperatura de 25 + 2°C por 120 dias, sendo que a cada 30
dias foram feitas avaliagdes de crescimento conforme descrito a seguir.

A figura 2 mostra um fluxograma indicando as etapas da aclimatizacdo das plantas

provenientes do cultivo in vitro nas diferentes temperaturas.
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Figura 1. Nidularium minutum Mez. (A) Aspecto da planta em floracdo. (B) Frasco de cultivo
in vitro com plantas jovens (3 meses). (C e D) Etapas da aclimatizag@o: Plantas apds cultivo
in vitro sdo colocadas em bandejas de isopor (C) envolvidas por saco plastico (D) e mantidas

na temperatura de 25°C. Barras = 1,0 cm (B); 5,0 cm (C, D).
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Obtencdo das plantas in vitro: germinacdo das sementes em placa

de Petri na sala de crescimento por 30 dias a 25°C

: Transferéncia das plantas para as cAmaras de crescimento :

(BOD) em diferentes temperaturas: 10, 15, 20 e 25°C

3 meses (T3) 6 meses (T6)
Aclimatizacdo a 25°C por 120 dias de T3 e
Avaliacdo de T3 e T6 a cada 30 dias:
: Sobrevivéncia : Biometria : Determinacao : Teor : TCR :
-------------------- " LYesssssssmmmmmmy o . = .

damassa % i Hidrico } =*****

fresca e seca

-------------------

Figura 2. Fluxograma das etapas de aclimatizacdo a 25°C de plantas de Nidularium minutum
cultivadas in vitro por trés (T3) e seis meses (T6) em diferentes temperaturas (10, 15, 20 e

25°C - Controle).
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2.3. Parametros avaliados

2.3.1. Sobrevivéncia

A cada 30 dias foram analisados o ndmero de plantas aclimatizadas vivas e mortas de
T3 e T6 provenientes dos diferentes tratamentos térmicos do cultivo in vitro.

2.3.2. Analise biométrica

Nesta andlise foram avaliadas 20 plantas, coletadas a cada 30 dias, quanto ao nimero
de raizes e folhas e, também, quanto ao comprimento da raiz e da folha mais longa.

2.3.3. Determinacao de massa

A cada trinta dias, retiraram-se, ao acaso, 20 plantas aclimatizadas provenientes das
diferentes temperaturas estudadas para a determinacdo da massa fresca e seca. As plantas
foram separadas em duas partes, a aérea e as raizes, utilizando-se trés amostras compostas
para cada coleta. As medidas de massa seca foram realizadas apds secagem em estufa a 60°C
até que as amostras ndo apresentassem variacio na quantidade de massa.

A partir dos dados de massa seca, foi determinada a particio da biomassa da parte

aérea e raizes, segundo a equagao:

massa seca do 6rgao*100
massa seca total da planta

Particdo da biomassa =

2.3.4. Teor hidrico
A partir dos dados de massa fresca e seca foi possivel calcular a quantidade de dgua

(em porcentagem) nas plantas aclimatizadas. A equacao utilizada foi:

massa fresca — massa seca x 100
massa fresca

Teor de dgua =

2.4. Taxa Relativa de Crescimento (TCR)

A Taxa de Crescimento Relativo (TCR) € a varia¢do ou incremento em massa, altura,
nimero de folhas, ou qualquer outro parametro de avaliacdo de crescimento, ao longo de um
determinado periodo, estando diretamente relacionado ao valor alcangado no periodo anterior
(Benincasa 2003). Para esta andlise foram utilizados os dados de nimero, comprimento e

massa seca de folhas e raizes das plantas cultivadas in vitro.
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A equagdo utilizada foi:

TCR = [(LnP,- LnP1)] (t-t;)"

Onde:
Ln € o logaritmo natural, P, € o valor atual do parametro, P; € o valor anterior do parametro e

t € o tempo (indice | = valor inicial e indice , = valor final).

2.5. Determinacao do teor de clorofila e de carotenoides

Amostras compostas de folhas de plantas aclimatizadas por 120 dias provenientes de
T3 e T6 foram congeladas em freezer para a quantificacdo de clorofilas e de carotenoides,
segundo técnica descrita por Lichtenthaler (1987), utilizando-se trés amostras para cada
coleta.

De acordo com esse método, o material vegetal congelado a -20°C foi macerado em
acetona pura gelada e filtrado em papel, sendo o filtrado coletado em baldo volumétrico de 25
mL. A acetona pura foi adicionada sobre o macerado, no papel de filtro, até atingir a brancura.
O volume do balao foi completado com acetona pura para 25 mL. As absorbancias das
clorofilas foram lidas a 662 e 645 nm (clorofilas a e b, respectivamente) e a dos carotenoides
a 470 nm. As concentragdes dos pigmentos foram determinadas de acordo com as equagdes

definidas em Lichtenthaler (1987).

2.6. Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi totalmente casualizado. As médias dos parametros
biométricos das plantas aclimatizadas de T3 e T6 foram submetidas a andlise de regressdo em
funcdo da temperatura de cultivo in vitro (10, 15, 20 e 25°C). As médias dos parametros
biométricos, teor hidrico e dos pigmentos das plantas aclimatizadas a partir de T3 e T6 sob as
diferentes temperaturas foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste

de Tukey com nivel de significancia a 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao da sobrevivéncia e do crescimento de plantas de N. minutum
aclimatizadas ex vitro

As plantas mantidas in vitro por trés ou seis meses (T3 e T6, respectivamente)
mostraram capacidade de adaptacdo satisfatéria ao ambiente ex vitro apés 120 dias de
aclimatizacdo (Tabela 1).

A partir de um lote inicial de 80 plantas de cada tratamento térmico (com exce¢ao das
100 plantas aclimatizadas de T6 mantidas a 10°C), apenas dois tratamentos apresentaram a
morte de plantas: em T3 mantido a 10°C e 15°C, sendo que neste tltimo somente nas plantas
aclimatizadas por 30 dias, e em T6 apenas naquelas crescidas a 10°C e aclimatizadas por 30
dias (Tabela 1). Apds esse periodo, as plantas ja apresentavam caracteristicas de adaptacao,
pois ndo ocorreram mortalidades durante as avaliacdes aos 90 e 120 dias de aclimatizagao.
Tendo em vista o niimero de plantas mortas observado para T3, decidiu-se ampliar a amostra
para 100 plantas em T6, na tentativa de que sobrevivesse um nimero de plantas as quais

pudessem ser avaliadas ao final dos 120 dias.
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Tabela 1. Sobrevivéncia de Nidularium minutum apés aclimatizacdo a 25°C por 30, 60, 90 e

120 dias de plantas previamente cultivadas in vitro por trés e seis meses em diferentes

temperaturas (10, 15, 20 e 25°C - Controle). Deve-se considerar que a cada coleta sdao

retiradas 20 plantas para as anélises.

Tratamentos durante o

Lote inicial

Coleta apds

Coleta apds

Coleta apds

Coleta apds

cultivo in vitro 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
de plantas
Temperatura S Plantas Plantas | Plantas Plantas | Plantas Plantas | Plantas Plantas
Tempo aclimatizadas

°C) Vivas Mortas | Vivas Mortas | Vivas Mortas | Vivas  Mortas

T3 25 80 80 0 60 0 40 0 20 0

(3 meses) 20 80 80 0 60 0 40 0 20 0

15 80 77 3 57 0 37 0 17 0

10 80 76 4 51 5 27 4 7 0

T6 25 80 80 0 60 0 40 0 20 0

(6 meses) 20 80 80 0 60 0 40 0 20 0

15 80 80 0 60 0 40 0 20 0

10 100 81 19 61 0 41 0 21 0

As figuras 3 e 4 mostram o aspecto geral das plantas aclimatizadas. Nao foram

verificadas alteracdes morfolégicas tanto para plantas aclimatizadas de T3 como T6,

independentemente da temperatura em que estas foram mantidas in vitro, demonstrando que a

temperatura baixa reduziu o crescimento in vitro, contudo nao modificou o desenvolvimento

das plantas durante a aclimatizacdo. Observou-se que a alteracdo na coloragdo (aspecto verde

claro) que apareceu durante o cultivo in vitro (mencionada no Capitulo 1 — item 3.4)

permaneceu apenas para as plantas provenientes da menor temperatura de cultivo in vitro

(10°C — Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Aspecto das plantas de Nidularium minutum aclimatizadas a 25°C por até 120 dias
apos cultivo in vitro por trés meses na temperatura de 10, 15, 20 e 25°C — Controle. Barra =

1,0 cm.
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Figura 4. Aspecto das plantas de Nidularium minutum aclimatizadas a 25°C por até 120 dias
apds cultivo in vitro por seis meses na temperatura de 10, 15, 20 e 25°C — Controle. Barra =

1,0 cm.
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Em relacdo aos parametros biométricos, de modo geral as plantas de T3 e T6
apresentaram aumento dos valores ao longo do tempo (Figuras 5 e 6). As plantas
aclimatizadas de T3, provenientes do cultivo a 10°C, mostraram praticamente 0s mesmos
valores ao longo do tempo, sendo que aos 30 dias estes ndo apresentaram diferencas
significativas em comparacdo com aquelas cultivadas a 15°C, porém apds esse periodo os
valores se mostraram menores (Figuras 5 e 6).

Considerando a parte aérea, as plantas aclimatizadas de T3 e T6 tiveram aumento
significativo nos valores dos parametros ao longo do tempo (Figura 5). Apds 120 dias, as
plantas de T3 provenientes do tratamento a 15°C ndo apresentaram diferencas significativas
em relacdo aquelas que vieram do tratamento controle. O nimero de folhas ndo mostrou
diferencas significativas nas plantas de T6 independentemente da temperatura de cultivo in
vitro previamente utilizada (Figura 5C). As plantas aclimatizadas de T3 e T6 obtidas do

tratamento a 20°C mostraram os maiores valores (Figura 5).
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Figura 5. Numero (A, C) e comprimento (B, D) da parte aérea de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por 120 dias provenientes do cultivo in vitro por trés (A, B) e
seis meses (C, D) nas temperaturas de 10°C (0), 15°C (o), 20°C (A) e 25°C — Controle (©). As
barras verticais indicam o desvio padrdo. Devido ao nimero insuficiente de plantas, ndo foi

possivel realizar a anélise das plantas aclimatizadas por 120 dias da temperatura de 10°C.

Analisando o sistema radicular, as plantas aclimatizadas de T3 obtidas das baixas
temperaturas (10 e 15°C) apresentaram os menores valores para o nimero de raizes (Figura
6A). As plantas aclimatizadas de T6 provenientes de 15°C mostraram valores
significativamente maiores do que aquelas que vieram de 10°C (Figura 6C). Nao foi realizada
a avaliacdo do numero de raizes das plantas aclimatizadas de T6 que cresceram in vitro nas
temperaturas de 20 e 25°C, pois estas apresentaram o sistema radicular com intensa produgao
de raizes formando um aglomerado. A tentativa de quantificd-las poderia danificar muitas
raizes, subestimando a contagem (Figura 7). Apds 120 dias, ndo houve diferengas
significativas para o comprimento da raiz entre os tratamentos, exceto para aquelas

provenientes da temperatura de 10°C, que apresentaram os menores valores (Figuras 6B e D).
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Figura 6. Numero (A, C) e comprimento (B, D) de raizes de plantas de Nidularium minutum
aclimatizadas a 25°C por 120 dias provenientes do cultivo in vitro por trés (A, B) e seis meses (C,
D) nas temperaturas de 10°C (0), 15°C (o), 20°C (A) e 25°C — Controle (©). As barras verticais
indicam o desvio padrdo. Devido ao nimero insuficiente de plantas, ndao foi possivel realizar a

andlise das plantas aclimatizadas por 120 dias da temperatura de 10°C.

Figura 7. Detalhe do sistema radicular da planta de Nidularium minutum cultivadas in vitro por
seis meses na temperatura de 25°C (Controle) e posteriormente aclimatizadas na mesma

temperatura. Notar o adensamento de raizes. Barra =1 cm.



Os resultados para massas fresca e seca de plantas aclimatizadas de T3 mostraram para
quase todos os tratamentos que, independentemente da temperatura de cultivo in vitro, houve
aumento nos valores ao longo dos 120 dias de avaliacdo (Tabela 2). Este aumento foi mais
acentuado para as plantas aclimatizadas provenientes da temperatura de 15°C, que
apresentaram massas seca da parte aérea e das raizes em torno de 12 vezes maiores aos 120
dias quando comparadas com as de 30 dias. Ja aquelas aclimatizadas da temperatura controle
(25°C), o aumento na massa seca das plantas foi de cinco vezes (Tabela 2).

Comparando os tratamentos a cada 30 dias, observou-se que as plantas obtidas a 15°C
apresentam valores de massa seca iguais aquelas que vieram do controle a partir dos 60 dias,
sendo que as plantas aclimatizadas do cultivo in vitro a 10°C tiveram os menores valores e as
que vieram da temperatura de 20°C apresentaram os maiores.

Foi encontrado elevado conteido de dgua nas plantas aclimatizadas de T3, com

valores sempre superiores a 90% (Tabela 2).
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Tabela 2. Massas fresca e seca da parte aérea e raiz e teor de dgua de plantas de Nidularium

minutum aclimatizadas a 25°C por até 120 dias apds o cultivoin vitro em diferentes

temperaturas (10, 15, 20 e 25°C — Controle) por trés meses. Letras distintas na mesma coluna

indicam que os dados diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.

(n=3). *dado nao avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas.

Parte aérea Raiz Planta
Temperaturas Tempo de Teor
durante cultivo  aclimatacio Massa Frescla Massa Secell Massa Frescla Massa Secell de dgua
invitro (°C) (dias) (mg planta”) (mgplanta”) (mgplanta”) (mg planta™) %)
0 109,3d 7,8d 34,7b 3,2¢c 92b
30 154,5¢ 11,70c 19,0c 3,3c 91b
25 (controle) 60 241,0c 12,9¢ 17,9¢ 3,0c 94a
90 390,2b 22,5b 64,2a 6,5b 94a
120 1159,1a 68,3a 68,9a 12,5a 94a
0 88,6d 5,9d 10,0d 1,5¢ 92c
30 352,8c 16,1c 28,8¢c 3,6d 95a
20 60 399,0c 27.8¢ 43,6b 7,2¢ 93b
90 582,5b 51,7b 53,1b 26,6a 92c
120 1320,0a 84,5a 134,6a 21,1b 94b
0 31,3d 1,8d 2,8d 0,4c 94a
30 56,9¢ 2,8¢ 4,6¢ 0,7c 94a
15 60 139,6bc 6,2b 10,1b 1,9bc 96a
90 215,7b 9,0b 34,9ab 4,6ab 96a
120 797,1a 36,5a 66,6a 7,7a 95a
0 15,3¢c 0,7¢c 1,8b 0,2b 95a
30 33,4b 2,5b 1,8b 0,3b 92b
10 60 44,1a 3,9a 3,3a 0,6a 91b
90 38.,0ab 3.9a 2,9b 0,2¢c 90b
120 * * * * *

Para as plantas aclimatizadas de T6, também foi verificado aumento nos valores das

massas fresca e seca apds 120 dias (Tabela 3). As plantas aclimatizadas da temperatura de

15°C apresentaram as massas seca da parte aérea e raizes em torno de quatro vezes maior aos
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120 dias em relacdo aos 30 dias, enquanto aquelas provenientes das outras temperaturas in
vitro mostraram um aumento em torno de trés vezes.

Analisando os tratamentos a cada 30 dias, as plantas aclimatizadas obtidas do cultivo
in vitro a 15°C apresentaram os valores de massa seca similares aos daquelas aclimatizadas do
tratamento controle ja a partir dos 30 dias, enquanto as plantas aclimatizadas crescidas in vitro
a 10°C tiveram os menores valores e aquelas aclimatizadas da temperatura de 20°C
mostraram os maiores valores.

A semelhanga do observado para T3, o contetido de dgua se mostrou elevado para as

plantas de T6, independentemente da temperatura de cultivo in vitro previamente utilizada

(Tabela 3).
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Tabela 3. Massas fresca e seca da parte aérea e raiz e teor de dgua de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por até 120 dias apds cultivo in vitro em diferentes
temperaturas (10, 15, 20 e 25°C — Controle) por seis meses. Letras distintas na mesma coluna
indicam que os dados diferem entre si pelo teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.

(n=3).

Parte aérea Raiz Planta

Temperaturas Tempo de Teor
Massa Fresca  Massa Seca  Massa Fresca  Massa Seca

durante cultivo  aclimatacdo | " " . dedgua
invitro (°C) (dias) (mgplanta”) (mgplanta”’) (mgplanta’) (mgplanta™) %)
0 1181,7a 56,1a 503,0a 25,4a 95a
30 118,7¢ 15,5¢ 31,73c 6,50b 87c
25 (controle) 60 363,9bc 43,1b 40,38c 8,13b 88b
90 451,3b 37,6b 65,67b 10,30b 92b
120 512,3b 45,6b 57,47b 10,35b 90b
0 311,7c 20,8d 103,7¢ 7,7d 92a
30 789,9b 60,0c 75,4d 13,7c 92a
20 60 1257,8b 104,1b 192,1a 24.8a 92a
90 1193,9b 89,5bc 114,8b 18,6b 93a
120 3011,2a 199,6a 143,3b 23,1a 93a
0 159,0c 14,9¢ 36,7c 5,1c 90b
30 252,1c 17,1c 39,1c 5.,5¢ 93a
15 60 418,3b 26,6b 70,5bc 11,3b 94a
90 812,4a 48,5a 76,2b 12,8b 94a
120 879,0a 54,0a 252,1a 17,1a 94a
0 32,0d 1,6d 0,9d 0,2d 94b
30 57,1c 2,7¢c 2,.9¢ 0,5¢ 95a
10 60 85,3b 5,5b 5,2b 0,9bc 93b
90 105,2b 6,4b 8,0a 1,2b 94b
120 171,4a 12,4a 9,5a 24a 93b

A particdo da biomassa das plantas aclimatizadas mostrou maior investimento na parte
aérea em relacdo a raiz (Tabela 4). De modo geral, as plantas aclimatizadas provenientes do
cultivo in vitro a 10°C, tanto de T3 como de T6, apresentaram os maiores valores para a parte

aérea e os menores para a raiz, quando comparadas com aquelas aclimatizadas de outros



tratamentos térmicos. Ja as plantas aclimatizadas provenientes das outras temperaturas
mostraram valores similares aos encontrados para as plantas que vieram da temperatura

controle (25°C) (Tabela 4).

Tabela 4. Particao da biomassa (calculada com base na massa seca) da parte aérea e de raizes,
em porcentagem, de plantas de Nidularium minutum aclimatizadas a 25°C por 30, 60, 90 e
120 dias provenientes do cultivo in vitro por trés e seis meses em diferentes temperaturas (10,

15, 20 e 25°C - Controle). *dado ndo avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas.

Tempo de cultivo in vitro

3 meses 6 meses
Temperaturas Tempo de Parte Raiz Parte Raiz
durante cultivo Aclimatacao aérea aérea
in vitro (°C) (dias) (%) ) (%) )
0 71 29 69 31
30 78 22 70 30
25 (controle) 60 o1 19 " 16
90 77 23 78 22
120 85 15 81 19
0 79 21 73 27
30 82 18 69 31
20 60 80 20 58 42
90 66 34 83 17
120 80 20 90 10
0 83 17 74 26
30 80 20 72 28
15 60 76 24 83 17
90 66 34 79 21
120 83 17 83 17
0 78 22 87 13
30 89 11 84 16
10 60 88 13 86 14
90 96 4 84 16
120 * * 82 18




A Taxa Relativa de Crescimento (TCR) da parte aérea para as plantas aclimatizadas de
T3 mostrou maior crescimento aos 30 dias de aclimatizacdo, principalmente para as plantas
provenientes da temperatura de 10°C (Tabela 5). Ja para aquelas aclimatizadas de T6, o maior
crescimento aos 30 dias ocorreu também para as plantas que foram cultivadas in vitro a 10°C
e para a massa seca das plantas obtidas da temperatura de 20°C (Tabela 5). Apds 120 dias, as
plantas de T3 aclimatizadas da temperatura de 15°C apresentaram o maior crescimento em
relacdo aos outros tratamentos, enquanto para aquelas de T6 foram as obtidas da temperatura
de 10°C (Tabela 5).

Semelhante a parte aérea, para a TCR do sistema radicular também foi encontrado os
maiores valores na primeira coleta (Tabela 6). Durante o periodo de aclimatizagdo, para as
plantas de T3 foram observados os maiores valores para as plantas provenientes da
temperatura de 15°C, ja para aquelas de T6 os maiores foram obtidos das plantas da

temperatura de 10°C (Tabela 6).
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Tabela 5. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) da parte aérea de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por 30, 60, 90 e 120 dias previamente cultivadas in vitro por
trés e seis meses em diferentes temperaturas (10, 15, 20 e 25°C - Controle). *dado ndo

avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas.

Tempo de cultivo in vitro

3 meses 6 meses

Temperaturas Tempo de ) )
) .. _  Nuamero Comprimento  MassaSeca  Numero  Comprimento  Massa Seca
durante cultivo  aclimatizacdo

in vitro (°C) (dias) de folhas (cm) (mg planta’l) de folhas (cm) (mg planta’l)
30 0,002 0,002 0,013 0,000 0,000 0,000
60 0,001 0,000 0,002 0,000 0,000 0,017
25 (controle)
90 0,002 0,002 0,006 0,001 0,002 0,000
120 0,000 0,002 0,009 0,001 0,002 0,018
30 0,004 0,013 0,034 0,000 0,000 0,035
60 0,001 0,004 0,009 0,002 0,000 0,009
20 90 0,001 0,002 0,007 0,000 0,000 0,000
120 0,000 0,002 0,004 0,001 0,003 0,001
30 0,004 0,011 0,012 0,000 0,000 0,005
60 0,004 0,009 0,013 0,003 0,002 0,000
P 90 0,001 0,004 0,006 0,000 0,005 0,007
120 0,019 0,017 0,010 0,000 0,000 0,001
30 0,023 0,008 0,043 0,022 0,002 0,018
60 0,001 0,000 0,007 0,004 0,006 0,012
10 90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002
120 * * * 0,001 0,001 0,006
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Tabela 6. Taxa de Crescimento Relativo (TCR) do sistema radicular de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por 30, 60, 90 e 120 dias previamente cultivadas in vitro por
trés e seis meses em diferentes temperaturas (10, 15, 20 e 25°C - Controle). *dado ndo

avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas.

Tempo de cultivo in vitro

3 meses 6 meses

Temperaturas Tempo de ) )
) o Nimero  Comprimento  Massa Seca  Numero  Comprimento  Massa Seca
durante cultivo  aclimatizacdo

in vitro (°C) (dias) de raizes (cm) (mg planta’l) de raizes (cm) (mg planta’l)
30 0,004 0,000 0,001 - 0,000 0,000
60 0,004 0,000 0,000 - 0,002 0,004
25 (controle)
90 0,001 0,001 0,009 - 0,000 0,003
120 0,001 0,001 0,005 - 0,001 0,000
30 0,008 0,011 0,029 - 0,003 0,042
60 0,003 0,005 0,011 - 0,002 0,017
2 90 0,000 0,000 0,015 - 0,000 0,000
120 0,002 0,002 0,000 - 0,002 0,002
30 0,004 0,003 0,029 0,000 0,011 0,008
60 0,006 0,012 0,017 0,001 0,001 0,000
P 90 0,002 0,006 0,000 0,002 0,001 0,009
120 0,019 0,011 0,018 0,002 0,000 0,000
30 0,015 0,000 0,013 0,016 0,010 0,025
60 0,000 0,005 0,010 0,005 0,007 0,010
0 90 0,000 0,000 0,000 0,002 0,001 0,003
120 * * * 0,001 0,003 0,006
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Os gréficos das figuras 8 e 9 indicam o crescimento de N. minutum aclimatizadas a
25°C por 120 dias apds ser cultivada in vifro em diferentes tratamentos (tempo de
permanéncia e variagdo na temperatura), com as respectivas equagoes ajustadas pela anélise
de regressao e a significancia das mesmas, indicada pela anédlise de variancia.

Com o aumento da temperatura in vitro, houve aumento significativo nos valores dos
parametros biométricos da parte aérea para as plantas aclimatizadas de T3 até os 120 dias,
com exce¢do do comprimento (Figuras 8A-D) A tendéncia de crescimento foi
predominantemente linear aos 30 e 120 dias de aclimatizacdo e quadratica aos 60 e 90 dias.

Para as plantas aclimatizadas de T6, a andlise de variancia da regressao nao mostrou
tendéncia significativa para o numero de folhas aos 30 e 90 dias, indicando que o aumento da
temperatura de cultivo in vitro ndo influenciou no crescimento deste pardmetro nesses
periodos. A tendéncia de crescimento para as plantas aclimatizadas de T6 foi
predominantemente linear para o nimero de folhas e comprimento da parte aérea, sendo
quadratica para as massas fresca e seca (Figuras 8 E-H). O comprimento da parte aérea
atingiu seu valor maximo aos 120 dias na temperatura de 15°C, decrescendo nas temperaturas
de 20 e 25°C (Figuras 8B e F).

A tendéncia de crescimento para o sistema radicular das plantas aclimatizadas de T3 e
de T6 a partir de diferentes temperaturas in vitro foi predominantemente linear para aquelas
de T3 e quadrético para as plantas de T6 (Figura 9).

Para as plantas aclimatizadas de T3, ap6s 120 dias o comprimento da raiz atingiu seu
valor méximo apds o cultivo in vitro na temperatura de 15°C, decrescendo para aquelas
provenientes das temperaturas de 20 e 25°C (Figura 9A). Nao houve tendéncia significativa
de crescimento para a massa fresca (Figura 9B). As massas fresca e seca das plantas
aclimatizadas de T6 por 60 dias apresentaram o maior crescimento naquelas provenientes da
temperatura de 20°C, sendo que este decaiu nas plantas obtidas da temperatura de 25°C

(Figuras 9E e F).
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Figura 8. Crescimento da parte aérea de plantas de Nidularium minutum provenientes do
cultivo in vitro por trés (A, B, C, D) e seis meses (E, F, G, H) em funcdo da temperatura in
vitro (10, 15, 20 e 25°C — Controle) e aclimatizadasa 25°C por 30 dias (Y(30) -00), 60 dias
(Y(60) -A), 90 dias (Y(90) -0) e 120 dias (Y(120) -x). (A, E) Numero de folhas. (B, F)
Comprimento. (C, G) Massa fresca. (D, H) Massa seca. ns = ndo significativo (o > 0,05), * =
significativo a 5% (o = < 0,05), ** = significativo a 1% (a < 0,01), *** = significativo a 0,1%
(a0 <0,001). Devido ao nimero insuficiente de plantas, ndo foi possivel realizar a anélise das
plantas aclimatizadas por 120 dias da temperatura de 10°C.
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Figura 9. Crescimento do sistema radicular de plantas de Nidularium minutum provenientes
do cultivo in vitro por trés (A, B, C) e seis meses (D, E, F) em fun¢do da temperatura in vitro
(10, 15, 20 e 25°C — Controle) e aclimatizadas a 25°C por 30 dias (Y (30) -0), 60 dias (Y(60) -
A), 90 dias (Y(90) -0) e 120 dias (Y (120) -x). (A, D) Comprimento. (B, E) Massa fresca. (C,
F) Massa seca. ns = ndo significativo (a > 0,05), * = significativo a 5% (a = < 0,05), ** =
significativo a 1% (a < 0,01), *** = significativo a 0,1% (a < 0,001). Devido ao nimero
insuficiente de plantas, ndo foi possivel realizar a andlise das plantas aclimatizadas por 120

dias da temperatura de 10°C.
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3.2. Teor de clorofila e de carotenoides em plantas de N. minutum aclimatizadas ex vitro
Para as plantas aclimatizadas provenientes de T3, ndo houve diferenca entre o
conteddo de clorofilas e carotenoides, independentemente da temperatura de cultivo in vitro
utilizada (Figura 10).
Ja para aquelas aclimatizadas de T6, as plantas crescidas a 20°C apresentaram os
maiores valores, enquanto que naquelas mantidas a 15°C e na temperatura controle (25°C)
ndo foram observadas diferencas significativas. O menor conteido de pigmentos

fotossintéticos ocorreu para as plantas que foram obtidas do tratamento a 10°C (Figura 10).
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Figura 10. Contetido de clorofilas (A, B) e carotenoides (C) de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por 120 dias apds cultivo in vitro por trés (coluna branca) e
seis meses (coluna cinza) em diferentes temperaturas (10, 15, 20 e 25°C - Controle). As
barras verticais indicam o desvio padrdo. Letras mindsculas comparam valores de plantas
crescidas por trés meses in vitro nas diferentes temperaturas e posteriormente aclimatizadas a
25°C por 120 dias e letras maidsculas comparam valores de plantas crescidas por seis meses
in vitro e posteriormente aclimatizadas nestas mesmas condi¢des pelo teste de Tukey com

nivel de significancia a 5%. *dado nao avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas.
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Conforme descrito no Capitulo 1, as plantas crescidas in vitro nas temperaturas de 10 e
15°C por trés meses apresentaram coloracdo verde clara nas folhas mais novas, sendo que esta
caracteristica permaneceu aos seis meses apenas nas plantas mantidas a 10°C (Figura 4,
Capitulo 1). Nas plantas crescidas nas outras temperaturas nao foi observada essa
caracteristica.

Ap6s a aclimatizacdo a 25°C, ndao houve o aparecimento de folhas com coloracio
verde clara e nas existentes, gradualmente foram surgindo pontos de pigmentacdo verde
escuro (Figuras 3 e 4). A cada avalia¢do das plantas aclimatizadas, a porcentagem de folhas
com coloragdo verde clara diminuia. Tanto para as plantas de T3 como as de T6 que vieram
da temperatura de 10°C, a cada 30 dias houve a reducdo de cerda da metade da porcentagem
das folhas com coloragdo verde clara em relacdo ao periodo anterior, e para aquelas que

cresceram a 15°C praticamente nao houve mais folhas com coloracio verde clara (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de folhas com coloragdo verde clara de plantas de Nidularium
minutum aclimatizadas a 25°C por 30, 60, 90 e 120 dias apdés serem cultivadas in vitro por
trés e seis meses em diferentes temperaturas (10, 15, 20 e 25°C — Controle). *dado nao

avaliado devido ao nimero insuficiente de plantas. - ndo detectado.

Plantas Aclimatadas
Tratamentos durante cultivo in vitro
Folhas com coloracdo verde clara (%)
Folhas com
Tempo  Temperatura
coloracdo verde | 30dias 60dias 90dias 120 dias
(meses) °O)
clara (%)
T3 25 - - - - -
(3 meses) 20 - - - - -
15 29 0,2 - - -
10 30 20 13 7 *
T6 25 - - - - -
(6 meses) 20 - - - - -
15 - - - - -
10 36 17 15 7 3
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4. DISCUSSAO

A aclimatizacdo a 25°C de Nidularium minutum, apOs cultivo in vitro em baixas
temperaturas, apresentou elevada taxa de sobrevivéncia das plantas durante 120 dias (Tabela
1), o que € essencial para o sucesso do sistema de cultivo in vitro (Hung et al. 2011). Estes
resultados demonstram ser este método prético para a producdo comercial e a conservagao de
germoplasma dessa espécie. Uma taxa de 100% de sobrevivéncia durante a aclimatizagdo
também foi relata para a bromélia Vriesea inflata (Wawra) Wawra, que foi mantida por dois
anos a 15°C, transferida para 28°C por um ano e posteriormente aclimatizada (Pedroso et al.
2010). Outros trabalhos também evidenciaram que a exposicao ao frio durante o cultivo in
vitro pode facilitar a aclimatizacdo das plantas (Cheyne & Dale 1980, Pereira & Fortes 2000,
Tadesse et al. 2000, Hoffmann er al. 2001, Negash et al. 2001, Pereira et al. 2001, Malik et
al. 2009, Lata et al. 2010).

As plantas aclimatizadas da temperatura de 10°C, tanto de T3 como de T6, mostraram
os menores valores para os parametros biométricos analisados. Em Vriesea inflata, plantas
cultivadas in vitro a 15°C por dois anos, transferidas para a temperatura de 28°C por um ano e
posteriormente aclimatizadas por trés meses também apresentaram menor comprimento da
folha quando comparadas com plantas aclimatizadas da temperatura de 28°C constantes,
entretanto ndo foram encontradas diferengas entre o nimero de folhas (Pedroso et al. 2010),
caracteristicas também observadas para N. minutum de T6 provenientes da temperatura de
10°C (Figuras 5SA e C), sugerindo que o numero de folhas seja um parametro pouco
influenciado pela temperatura.

A formacdo das raizes de N. minutum durante o cultivo in vitro nas diferentes
temperaturas colaborou para o sucesso da aclimatiza¢do, pois a presenca e o grau de
desenvolvimento das raizes sdo fatores limitantes, j4 que as plantas irdo depender da
capacidade de absor¢do de nutrientes e dgua para sobreviver a essa nova condi¢do (Aoyama et
al. 2012), principalmente para esta espécie, uma bromélia terrestre. Houve um aumento do
sistema radicular ao longo do periodo de aclimatizacao para as plantas de T3 e T6 (Figura 6),
como também ocorreu para o milho (Zea mays (L.) var. Alexander) com o aumento da
temperatura de 13 para 25°C (Nagel ef al. 2009). Os valores do comprimento da raiz foram
sempre menores para as plantas aclimatizadas obtidas do cultivo a 10°C, o que pode ter
influenciado na menor sobrevivéncia destas plantas durante a aclimatizacao (Tabela 1).

Um fator que pode favorecer o crescimento das raizes € o estado fisico do substrato.
No cultivo in vitro o meio utilizado é em geral semi-sélido, com o uso de dgar para dar

consisténcia, interferindo positivamente na disponibilidade de &4gua, nutrientes e outras
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substancias para as plantas (Grattapaglia & Machado 1998). Diferentemente, o uso da casca
de Pinus como substrato para as plantas aclimatizadas apresenta outro estado fisico, além da
menor capacidade de retencdo de 4gua e maior porosidade, quando tal substrato é comparado
com o meio de cultura gelificado, interferindo na disponibilidade de 4dgua, nutrientes e nos
niveis de oxigénio para as plantas. O uso deste substrato se mostrou eficiente na aclimatizacao
de N. minutum e também das bromélias Vriesea inflata (Pedroso et al. 2010) e Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms (Aoyama et al. 2012).

Apesar da redugdo do crescimento in vitro devido a temperatura de 15°C descrito no
Capitulo 1, nas plantas aclimatizadas de T3 e T6 apds 120 dias foram encontrados valores
similares aos das plantas aclimatizadas da temperatura controle, para quase todos os
parametros analisados (Figuras 5 e 6). Logo, o investimento no crescimento destas plantas foi
maior do que aquele das plantas aclimatizadas da temperatura de 25°C. O efeito positivo do
frio também foi verificado na aclimatizacdo de plantas de batatas (Solanum tuberosum L.)
cultivadas in vitro nas temperaturas de 17, 20 e 26°C, com maior drea foliar para as plantas
obtidas das temperaturas menores durante o periodo de aclimatizacdo de 13 dias (Tadesse et
al. 2000) e para macieiras cv. Marubakaido (Malus prunifolia Borkh.), que apresentou
aumento na altura das plantas aclimatizadas apés o cultivo in vitro a 4°C (Pereira & Fortes
2000).

Com relacdo aos dados de massa, tanto fresca como seca, das raizes e da parte aérea,
houve quase sempre acréscimo ao longo do tempo de aclimatizacdo (Tabelas 2 e 3). Plantas
de macieiras aclimatizadas provenientes do cultivo in vitro a 4°C apresentaram aumento na
massa seca das raizes e parte aérea proporcional ao tempo de permanéncia nesta temperatura
(Pereira & Fortes 2000). Ao se comparar a idade das plantas de T3 e T6 provenientes da
temperatura de 15°C, verificou-se que as plantas que foram aclimatizadas por 120 dias de T3
tinham a mesma idade das que foram aclimatizadas por 30 dias de T6 (ambos os lotes com
oito meses). As primeiras apresentaram valores mais elevados que as de T6, tanto de massas
fresca e seca da parte aérea e raizes (Tabelas 2 e 3), indicando que o menor tempo de
permanéncia in vitro pode permitir maior crescimento na condi¢do ex vitro. Esse resultado
pode sugerir o tempo mais adequado para a producao mais rapida de mudas.

O aumento da massa fresca sugere que nao houve estresse hidrico pela mudanca de
substrato de cultivo, como observado na analise do teor de agua, que foi sempre elevado para
todas as plantas aclimatizadas de T3 e T6, com o valor minimo de 87% (Tabelas 2 e 3). Desse
modo, houve manuten¢do no teor hidrico das plantas, pois este ja era elevado durante o
cultivo in vitro (Capitulo 1), o que pode ter favorecido a sobrevivéncia de N. minutum quando

transferida para condicdes ex vitro.
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Mecanismos de controle da perda de dgua sdo essenciais para as plantas devido a
menor umidade relativa existente nas condicdes ex vitfro. Na aclimatizacdo de duas espécies
de cactos (Obregonia denegrii Fric. e Coryphantha minima Baird), mesmo com perda de dgua
significativa, sua sobrevivéncia ndo foi afetada, sugerindo que sua suculéncia tenha permitido
a sobrevivéncia depois de certo grau de desidratacdo (Malda et al. 1999). A anatomia de
folhas de N. minutum in vitro mostrou a presenga de parénquima aquifero (Figuras 11 e 12 —
Capitulo 1), com uma espessura maior nas plantas cultivadas em baixas temperaturas (10 e
15°C) (Tabela 4 — Capitulo 1). Este tecido tem a funcdo de armazenamento de dgua (Evert
2006), e sua presenca em maior quantidade nas plantas provenientes das baixas temperaturas
pode ter colaborado com a hidratacdo destas durante a aclimatizacdo. A sobrevivéncia na
transferéncia ex vitro da planta medicinal Rheum emodi Wall., depois de cultivada in vitro na
temperatura de 15°C, foi atribuida ao aumento do nimero de feixes vasculares induzido pela
baixa temperatura, que levou ao transporte mais eficiente de d4gua durante o estabelecimento
em condicdes de estufa (Malik et al. 2009).

Alta umidade e protecdo sdo necessdrias para os estados iniciais do processo de
aclimatizacdo, além de ser importante prevenir o superaquecimento e a alta radiacao solar nas
plantas, sendo frequentemente necessario o uso de sombreamento quando colocadas em casa
de vegetacdo (George 1996). Por isso, este autor sugere o uso de plastico ou vidro como
cobertura durante a aclimatizacdo. Para a bromélia Vriesea inflata, assim com para N.
minutum, foi utilizado plastico sobre as bandejas e as plantas estavam em um ambiente com
radiacdo menor e temperatura controlada (28 e 25°C, respectivamente) (Pedroso et al. 2010),
fatores que também podem ter contribuido para o sucesso da aclimatizacdo. Além disso, o
fornecimento de aduba¢do adequada, como a utilizada neste trabalho, se mostrou eficiente
para N. minutum, assim como para as bromélias Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker
(Tamaki et al. 2011), Alcantarea imperialis (Tamaki et al. 2011) e Acanthostachys
strobilacea (Schult. f.) Klotzsch (Santos et al. 2010). A formula¢do dos adubos normalmente
utilizados na aclimatiza¢do de bromélias contém comumente nitrogénio, fésforo e potéssio, ja
0o MS/2 apresenta também outros macronutrientes, como célcio e enxofre, o que pode ter
otimizado o crescimento em estufa destas plantas (Tamaki et al. 2011).

Ao se considerar a particdo da biomassa nas plantas aclimatizadas, foi verificada
maior porcentagem na parte aérea do que nas raizes, independentemente do tempo e
tratamento térmico in vitro (Tabela 4). Essa relagcdo também foi encontrada para a bromélia
Alcantarea imperialis, que foi aclimatizada apés o cultivo in vitro a 25°C e verificado que

cerca de 80% da biomassa foi alocada para a parte aérea (Aoyama 2010).
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Durante o cultivo in vitro de N. minutum, foi relatado reducao nos valores de biomassa
das raizes nas temperaturas de 10°C, tanto nas plantas de T3 e T6, e de 15°C apenas para as
provenientes de T3 em relacdo as plantas controle (25°C) (Tabela 2 - Capitulo 1). Apds a
aclimatizagdo, foi verificado aumento na porcentagem de raizes nas plantas de T3 obtidas da
temperatura de 15°C, porém para aquelas aclimatizadas provenientes de 10°C ainda se
manteve biomassa menor quando comparadas com as aclimatizadas dos outros tratamentos
térmicos (Tabela 4). Logo, o aumento da temperatura favoreceu o maior investimento nas
raizes, podendo ter auxiliado na aclimatizac@o das plantas. Uma reducgdo dréastica na biomassa
da raiz também foi encontrada no cultivo in vitro de Alcantarea imperialis a 15°C constantes
e 30°C (dia)/15°C (noite) em relagdo as plantas crescidas a 30°C constantes (Mollo et al.
2011). Esses autores, porém, ndo fizeram a aclimatizacao das plantas in vitro para verificar se
essa relacdo se manteria.

A Taxa de Crescimento Relativa (TCR) de uma planta ou de qualquer 6rgao dela é em
funcdo do tamanho inicial (Benincasa 2003), podendo ser considerada um indice de
eficiéncia, ja que representa a capacidade da planta em produzir material novo. Corroborando
os dados ja apresentados, a TCR mostrou maior crescimento nas plantas aclimatizadas de T3
da temperatura de 15°C, porém para aquelas de T6 este foi maior nas provenientes do
tratamento a 10°C (Tabelas 5 e 6).

A andlise de regressdo mostrou aumento no crescimento das plantas aclimatizadas em
relacdo a temperatura de cultivo in vitro (Figuras 8 e 9). Como mencionado anteriormente,
para Vriesea inflata foi encontrado comprimento menor da folha de plantas cultivadas in vitro
a 15°C por dois anos, transferidas para a temperatura de 28°C por um ano e posteriormente
aclimatizadas quando comparadas com plantas aclimatizadas da temperatura de 28°C
constantes (Pedroso et al. 2010). Nesse caso, o tempo de aclimatizacdo foi de trés meses e,
como para N. minutum, a exposi¢ao a baixa temperatura nao causou aceleragao neste periodo.

Considerando que as plantas de T3 e T6 apresentam idades diferentes, o contetido de
pigmentos das plantas de T3 se mostrou semelhante, ou até maior, que nas plantas
aclimatizadas de T6 (Figura 10). O conteido de clorofilas estd relacionado com o status
nitrogenado das plantas, j& que o nitrogénio € um componente essencial da clorofila
(Wiedenfeld er al. 2009), o que torna estes pardmetros mais um dos que comprovam o efeito
benéfico da baixa temperatura in vitro previamente utilizada durante trés meses. O aumento
no conteido de pigmentos também foi relatado para ervilhas (Pisum sativum L.) quando
cultivadas a 4°C e transferidas para 23°C em relacdo aquelas que foram mantidas a 23°C

(Georgieva & Lichtenthaler 2006).
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A formacao de folhas com coloracdo verde clara, descrita para as plantas crescidas in
vitro a 10 e 15°C (apenas aos trés meses) (Capitulo 1) ndo ocorreu com a transferéncia das
plantas para uma temperatura maior, além da porcentagem de folhas pré-existentes com
colorag@o verde clara ter diminuido no decorrer dos 120 dias de aclimatizacdo (Tabela 7). A
formacdo de setores claros prejudica a capacidade fotossintética e reduz a adaptacdo a
mudancas no ambiente (Sun & Wen 2011), sendo que para N. minutum essa caracteristica
pode ter contribuido para a morte de algumas plantas aclimatizadas da temperatura de 10 e
15°C (Tabela 1).

A coloracdo verde clara esta relacionada com danos causados pela baixa temperatura,
como por exemplo, na biogénese e estrutura do cloroplasto (Liu et al. 2010, Xu et al. 2012) e
na fotossintese, que pode ser reduzida e tornar a folha incapaz de utilizar e de dissipar toda a
energia luminosa absorvida, levando ao actimulo de espécies reativas de oxigé€nio, que
induzem ao branqueamento no tecido (chamado em inglés de “photobleaching”) (Close et al.
1999). O aumento da temperatura durante a aclimatizacdo provavelmente eliminou ou, ao
menos, minimizou estes danos, fazendo com que nao houvesse a formagdo de novas folhas
com coloragdo verde clara além da recuperagao da cor verde destas folhas.

De modo geral, os parametros analisados para as plantas aclimatizadas obtidas da
temperatura de 20°C apresentaram valores maiores ou iguais aos das plantas aclimatizadas
provenientes da temperatura controle (25°C). Provavelmente isto ocorreu por que esta
condicdo € a que mais se aproxima do ambiente em que estas plantas ocorrem na natureza, ja
que a temperatura média no verao da Reserva Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba é
de 21°C (Gutjahr & Tavares 2009). Deste modo, a temperatura de 20°C para N. minutum pode
ser considerada ideal quando o objetivo ndo for a reducdo do crescimento in vitro, diferente
do observado comumente para outras bromélias, que mostra o uso da temperatura de 25°C
(Bencke & Droste 2008, Rech Filho et al. 2009, Hung et al. 2011, Aoyama et al. 2012).

Os principais fatores que podem ser atribuidos para as plantas mortas durante o
periodo de aclimatizacdo das plantas de T3 provenientes da temperatura de 10°C sdo os
menores parametros biométricos do sistema radicular e de biomassa de raizes, que como ja
mencionados, sdo fatores essenciais para garantir o estabelecimento do crescimento nas
condi¢des ex vitro (Aoyama et al. 2012), além da coloragdo verde clara das folhas
ocasionados pela baixa temperatura in vitro. Deste modo, o cultivo in vitro por trés meses na
temperatura de 10°C ndo € considerada ideal para uma colecdo in vitro de crescimento lento
de N. minutum. Portanto, este trabalho sugere o uso da temperatura de 15°C para a formacao

da colecdo in vitro, pois as plantas aclimatizadas dessa temperatura apresentaram crescimento
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satisfatorio durante os 120 dias de aclimatiza¢do, mostrando efeito positivo do frio nesse
processo, como jd relatado para a bromélia Vriesea inflata (Pedroso et al. 2010).

Analisando as plantas aclimatizadas de T6, foi verificado menor aumento das massas
fresca e seca da parte aérea e das raizes e menor TCR naquelas provenientes da temperatura
de 15°C quando comparadas com as plantas aclimatizadas de T3 obtidas da mesma
temperatura, indicando que este tempo maior in vitro nao favoreceu o crescimento das plantas
durante a aclimatizacgdo.

Portanto, o uso da temperatura de 15°C durante o cultivo in vitro de N. minutum se
mostrou eficiente para a aclimatizacdo das plantas. Para um reestabelecimento do crescimento
mais rapido, o tempo ideal de permanéncia in vitro antes da transferéncia ex vitro € de trés

meses.
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CONSIDERACOES FINAIS & PERSPECTIVAS

A bromélia Nidularium minutum Mez. é endémica da Reserva Biolégica do Alto da
Serra de Paranapiacaba, localizada no Estado de Sao Paulo. Devido as caracteristicas de suas
folhas e bracteas, apresenta um grande potencial ornamental. Além disso, habita uma area
coberta predominantemente pela Mata Atlantica, um bioma altamente ameacado e estd inclusa
no Livro Vermelho das Espécies Vegetais Ameacadas de Extincao, sendo relevantes medidas
de conservagao para esta espécie.

Neste contexto, o cultivo in vitro pode ser utilizado como uma ferramenta para a
conservacdo de espécies vegetais ameacadas de extingdo, sendo que realizado por meio de
sementes, garante a viabilidade genética necessdria a programas de conservacdo. Com a
reducdo da temperatura de cultivo, € possivel a formacdo de uma colecdo in vitro de
crescimento lento, diminuindo o espago e custo laboratorial. Na literatura € descrita a
temperatura de 15°C como ideal para o crescimento lento in vitro de espécies tropicais.
Considerando que N. minutum habita uma regido que apresenta uma temperatura média de
21°C no verao e 15°C no inverno, acredita-se ser possivel a formacao de uma colecao in vitro
de crescimento lento desta espécie por meio da reducdo da temperatura. Para isto sdo
necessdrias avaliagdes fisiologicas e anatOmicas utilizadas para identificar as possiveis
adaptagdes ou sensibilidade ao frio, de modo a verificar a viabilidade de formagado da colecgdo.
Contudo, a avaliacao da retomada do crescimento dessas plantas quando retiradas dos frascos
(aclimatizacdo) e transferidas para condi¢cdes de crescimento em estufa deve também ser
realizada. Desse modo, no presente trabalho foi analisada a sobrevivéncia, o crescimento da
parte aérea e do sistema radicular, o conteido de pigmentos fotossintéticos, a anatomia da
folha, a produgdo de carboidratos soldveis e estruturais e a aclimatizacao de plantas de M.
minutum de modo a avaliar se suas caracteristicas morfo-fisioldgicas e metabdlicas sao
alteradas durante o cultivo in vitro a baixa temperatura, sendo com isso possivel reestabelecer
o crescimento quando aclimatizadas em uma temperatura maior.

Os resultados obtidos, apds trés e seis meses de cultivo in vitro, mostraram uma
elevada sobrevivéncia das plantas nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C (Controle), o que
indica a tolerancia ao frio desta espécie. As caracteristicas biométricas e de massa
apresentaram uma reducdo no crescimento das plantas, corroboradas pela Taxa de
Crescimento Relativo (TCR), sugerindo um atraso no crescimento das plantas em funcao da
menor temperatura de cultivo. Entretanto, ndo foram constatadas alteracdes na morfologia das

plantas quando mantidas nas baixas temperaturas, tanto aos trés como aos seis meses de
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cultivo, o que indica a viabilidade do cultivo para N. minutum pelo periodo analisado (seis
meses).

O teor de pigmentos fotossintéticos foi menor, apds trés meses, para as plantas
crescidas nas temperaturas de 10 e 15°C quando comparadas com aquelas da temperatura
controle. De fato, a coloracdo verde clara observada nas folhas mais novas pode estar
relacionada a esses valores. Além disso, a anatomia foliar mostrou existir uma maior
espessura do parénquima aquifero (tecido especializado em armazenar dgua, no qual ndo se
encontram cloroplastos) e, consequentemente, um menor parénquima clorofiliano (regido
onde se localiza os cloroplastos), resultando, possivelmente, nesta colora¢do verde clara. Na
literatura s3o mencionadas algumas explicacdes fisioldgicas e bioquimicas para este
clareamento nas folhas, como danos ou atrasos na biogénese de cloroplastos, na organizacao
dos fotossistemas I e II, além do acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Aos seis
meses, nao houve a presenca desta coloragdo verde clara nas plantas crescidas a 15°C, que
também apresentaram um aumento na espessura do parénquima clorofiliano, fatores que
podem ter influenciado no aumento no contetido de clorofilas e carotenoides nas plantas
mantidas a 15°C, que se tornou semelhante ao daquelas cultivadas a 25°C. Contudo,
investigacdes futuras podem auxiliar na melhor compreensdo desse resultado. Uma
perspectiva interessante seriaverificar a presenca de possiveis danos causados na
ultraestrutura dos cloroplastos devido a exposicdo a baixa temperatura. Além disso, analisar
0s mecanismos antioxidantes que poderiam auxiliar as plantas na adaptacdo ao frio, como o
conteddo de 6xido nitrico, e também da enzima nitrato redutase, que estd relacionada com a
producdo do 6xido nitrico.

Um elevado teor de dgua (acima de 90%) foi encontrado para as plantas cultivadas in
vitro, estando provavelmente relacionado com a presenga do parénquima aquifero, o que pode
ter contribuido para garantir a sobrevivéncia das plantas nas baixas temperaturas, pois na
literatura € relatado que o frio leva a uma desidratacao das plantas, causando um aumento na
permeabilidade da membrana e perda da sua integridade.

Outra adaptacdo ao frio poderia referir-se ao contetido de carboidratos soliveis e
estruturais (principalmente dos polissacarideos pécticos) que foi maior nas plantas crescidas a
10°C, tanto aos trés como aos seis meses, sendo que naquelas mantidas a 15°C houve uma
maior quantidade de amido e também de sacarose quando comparada com as plantas crescidas
a 10°C. O acimulo de acucares como uma prote¢do ao resfriamento € amplamente
documentado na literatura consultada, pois eles contribuem para a estabilizacao de lipideos e
proteinas da membrana celular durante a desidratacdo induzida por temperaturas baixas,

podendo estes agucares estar também relacionados com a tolerancia de N. minutum ao frio. A
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presenca de actcares e do amido pode ter influenciado na sobrevivéncia dessas plantas
quando transferidas para as condi¢des ex vitro, pois podem ter contribuido para a manutencao
da hidratacdo durante a aclimatizacdo, além de ser uma fonte de energia extra para estas
plantas. Por isso, seria importante avaliar se ha alteracdes no acimulo de carboidratos durante
esta fase.

De modo geral, houve um aumento no crescimento das plantas quando aclimatizadas,
o que pode ter sido atribuido a influéncia da baixa temperatura durante o cultivo in vitro,
sendo descrita na literatura como tendo um efeito positivo durante a aclimatizacao.

O fato de ter sido observado um nimero menor de plantas que sobreviveram a
aclimatizacdo, provenientes do tratamento prévio in vitro a 10°C, pode ser devido a altera¢des
na sintese de clorofilas, pois estas apresentavam uma cor verde clara e menores teores de
pigmentos, além da menor quantidade de raizes, tanto em relacdo a biometria como a massa.
Inclusive foi observado, com a particio da biomassa, que as plantas crescidas nesse
tratamento apresentam uma menor porcentagem de raiz € uma maior de parte aérea quando
comparada com as plantas obtidas dos outros regimes térmicos in vitro. Ao serem
aclimatizadas, as plantas passam a depender da capacidade das raizes para a absorcdo de dgua
e nutrientes, sendo por isso relevante a sua presenga para o sucesso da aclimatizagao.

Resultados preliminares mostram que esta coloracdo verde claro, observada nas folhas
mais novas de N. minutum quando mantidas a 10°C, permanece mesmo quando sdo
transferidas para esta temperatura plantas com idade maior, como foi observado para aquelas
que foram mantidas in vitro na temperatura de 25°C por seis meses. L.ogo, se o objetivo for
reduzir o crescimento de plantas mantidas in vitro por um tempo prolongado, o uso da
temperatura de 10°C ird provocar alteragdes na coloracdo das folhas, o que pode ndo ser
benéfico em uma producgdo de plantas.

O aumento do conteudo de massas fresca e seca, os maiores valores da TCR e dos
pigmentos fotossintéticos ocorreu nas plantas aclimatizadas ap0s trés meses de cultivo in vitro
provenientes da temperatura de 15°C. Apds seis meses nessas mesmas condicodes, as plantas
apresentaram uma TCR menor. Logo, € mais favoravel para a aclimatizacao o cultivo in vitro
das plantas por trés meses nessa temperatura, quando o objetivo € a produgao de mudas.

Este trabalho mostrou a tolerancia de N. minutum acondicdes de temperaturas baixas
constantes, como as que sdo utilizadas em bancos de germoplasma de outras espécies
vegetais, podendo citar como exemplo a mandioca e a macieira, e também as espécies
ameacadas Syngonanthus mucugensis Giul. subsp. mucugensis e Cedrus atlantica Mannetti.
Devido as caracteristicas apresentadas durante o cultivo in vitro e a sobrevivéncia durante a

aclimatizacdo, com o uso da temperatura de 15°C foi possivel reduzir o crescimento dessas
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plantas, sendo que as adaptagdes originadas pela exposicdo a baixa temperatura pode ter
favorecido o desenvolvimento durante a aclimatizagcdo. Logo, é possivel manter uma colecao
in vitro de crescimento lento de N. minutum com o uso da temperatura de 15°C por até seis
meses, porém o tempo de cultivo in vitro de trés meses se mostrou mais favoravel para a
obtenc@o de mudas durante a aclimatizacdo ex vitro.

Este trabalho contribuiu para criar subsidios para a formacdo de uma cole¢do in vitro
de crescimento lento que pode tanto atender a demanda do mercado de plantas ornamentais,
contribuindo indiretamente para a redugdo da retirada dos exemplares existentes no ambiente
natural, como providenciando mudas para programas de repovoamento, visto que a bromélia

endémica N. minutum consta da lista de espécies ameacadas de extin¢ao.
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RESUMO

Influéncia de baixas temperaturas no crescimento, contetido de
carboidratose aclimatizacao da bromélia endémica Nidularium minutum

Mez. cultivada in vitro

O desenvolvimento de estratégias de preservacao € importante para espécies ameagadas como
€ o caso da bromélia endémica Nidularium minutum Mez. Dentre as metodologias utilizadas,
por meio do uso de temperaturas baixas € possivel a formacdo de colegcdes in vitro de
crescimento lento, reduzindo os subcultivos. Tendo em vista o potencial ornamental dessa
espécie, € importante avaliar a retomada do crescimento das plantas da colecdo quando
transferidas para cultivo ex vitro (aclimatizagcdo). O objetivo desse trabalho foi identificar a
condi¢do de cultivo in vitro, em baixa temperatura, que induza o menor crescimento de
plantas de N. minutum, mas a partir da qual seja possivel a sobrevivéncia quando
aclimatizadas. Para isto, foram investigados parametros associados a adaptacdo ao frio como
andlise de carboidratos, clorofila e anatomia. Plantas de N. minutum germinadas in vitro em
meio de cultura Murashige & Skoog (1962) com a metade da concentracio dos
macronutrientes foram transferidas para camaras de germinacdo nas temperaturas de 5°C,
10°C, 15°C, 20°C e 25°C. Apés trés (T3) e seis meses (T6) foram avaliados parametros
biométricos, anatdmicos, pigmentos fotossintéticos e conteido de carboidratos das plantas
mantidas in vitro. Posteriormente foi acompanhado o crescimento durante a aclimatizacdo. As
plantas mantidas a 5°C ndo sobreviveram e houve uma reduc¢io do crescimento nas plantas
cultivadas a 10 e 15°C, sendo que estas plantas apresentaram maior espessura do parénquima
aquifero e acimulo de carboidratos, menor contetido de clorofila e coloragdo verde clara nas
folhas, em relagdo aquelas mantidas a 25°C. Em T6, o teor de clorofilas das plantas crescidas
a 15°C atingiu valores iguais aos daquelas mantidas a 25°C. Foi possivel aclimatizar as
plantas provenientes de todos os tratamentos térmicos. Entretanto, aquelas oriundas de 10°C
apresentaram taxas de sobrevivéncia menores que as demais. Para a formag¢do de uma colecao
in vitro de crescimento lento dessa espécie a temperatura ideal foi de 15°C, pois houve a
reducdo do crescimento e a sobrevivéncia durante a aclimatizacio. As plantas obtidas por esse
método podem ser utilizadas para o repovoamento ou disponibilizadas para o mercado de

plantas ornamentais, reduzindo, indiretamente, a procura por exemplares na natureza.

Palavras-chave: Bromeliaceae, cole¢do in vitro de crescimento lento, condi¢des ex vitro,

pectinas, parénquima aquifero, clorofila.
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Influence of low temperatures on growth, carbohydrate content and
acclimatization of endemic bromeliad Nidularium minutum Mez. cultivated

in vitro

ABSTRACT

The development of conservation strategies is important for threatened species such as the
endemic bromeliad Nidularium minutum Mez. Among the methodologies used, through the
use of low temperatures is possible to form in vitro collections under slow growth, reducing
subcultures. Considering the ornamental potential of this species, it is important to evaluate
the growth resumption of plants obtained from the collection when transferred to ex vitro
cultivation (acclimatization). The aim of this study was to identify the in vitro condition, at
low temperature, which induces the lower growth of N. minutum plants, but from which is
possible survival when acclimatized. For this, we investigated parameters associated with
cold adaptation such as carbohydrates analysis, chlorophyll and anatomy. Plants of N.
minutum germinated in vitro on Murashige & Skoog (1962) with half the concentration of
macronutrients were transferred to germination chambers at temperatures of 5°C, 10°C, 15°C,
20°C and 25°C. After three (T3) and six months (T6) the biometric and anatomical
parameters, photosynthetic pigments and carbohydrate content of plants grown in vitro were
evaluated. The growth was accompanied during acclimatization. The plants cultivated at 5°C
did not survive and there was a growth decrease in plants grown at 10 and 15°C, and these
plants had thicker parenchyma and accumulation of carbohydrates, lower contents of
chlorophyll and light green colored leaves, compared to those kept at 25°C. At T6, the
chlorophyll content of plants grown at 15°C reached values equal to those maintained at
25°C. It was possible to acclimatize plants from all thermal treatments. However, those from
10°C had lower survival rates than the others. For the formation of an in vitro collection of
slow growth of this species the optimal temperature was 15°C, since there was a reduction in
the growth and survival during acclimatization. The plants obtained by this method can be
used for restocking or made available to the ornamental plants market, reducing indirectly the

demand of individuals from nature.

Keywords: Bromeliaceae, in vitro collection of slow growth, ex vitro conditions, pectins,

aquiferous parenchyma, chlorophyll.
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