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Prof. Dr. Tiago da Silva Tedfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Bioldgicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr* Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr* Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof? Dr* Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof? Dr® Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof* Dr* Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr* Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof* Dr® Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof? Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr* Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr* Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr* Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr* Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr* Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Vanessa da Fontoura Custodio Monteiro - Universidade do Vale do Sapucai

Prof® Dr* Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr* Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

ProF@ Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
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APRESENTACAO

Ciéncias Agrarias é uma area do conhecimento importante para o desenvolvimento
econdmico e sustentavel do Brasil e do mundo. E multidisciplinar, envolvendo estudos
relacionados a producdo agricola, aos recursos florestais e a pecuaria. Sempre gerando
novas tecnologias que visam incremento de produtividade, as pesquisas também devem
compreender pautas éticas e de conservagao dos recursos naturais.

Esta obra, intitulada “Responsabilidade Social, Producdo e Meio Ambiente nas
Ciéncias Agrarias 2’, apresenta-se em dois volumes que trazem uma diversidade de artigos
sobre agricultura, recursos florestais, pecuaria e meio ambiente, muitos deles abordando
conceitos de responsabilidade social.

Neste segundo volume, a obra contempla artigos com resultados de pesquisas
realizadas com as culturas da banana, feijao-caupi, soja, milho e girassol. E também
trabalhos sobre zoneamento e controle de pragas e plantas daninhas em alguns cultivos,
bem como um trabalho sobre questéo social.

Além disso, sdo apresentados resultados de pesquisas com abelhas, visando a
producéo de prépolis e mel, além de outros trabalhos que envolvem a produgéo de aves,
caprinos e suinos.

Os artigos apresentados nesta obra trazem resultados de estudos desenvolvidos
por pesquisadores, docentes e académicos de varias instituicdes de ensino e pesquisa.

Nos, da Atena Editora, agradecemos a cada autor pela escolha dessa obra para a
divulgagéo de suas pesquisas.

Aos leitores, desejamos uma excelente leitura.

Pedro Henrique Abreu Moura
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RESUMO: A preservagdo do material genético
da banana geralmente é realizada por meio de
mudas. No entanto, a maioria das cultivares de
banana ndo produz sementes e sdo propagadas
vegetativamente. Portanto, a criopreservagéo é
uma técnica vidvel que permite a preservacao
de gendtipos de bananeira por tempo
indeterminado. Para o sucesso dos protocolos
de criopreservacao, a selecdo de crioprotetores
e técnicas de pré-congelamento sdo fatores
importantes. Portanto, o objetivo deste estudo
foi verificar os efeitos de diferentes crioprotetores
com e sem 1% de floroglucinol e periodos de
pré-resfriamento no desenvolvimento de um
protocolo de criopreservacdo de rizomas in
vitro de banana Musa accuminata (AAA) cv.
Grand Naine. A adicdo de floroglucinol a 1%
as solugdes crioprotetoras, como o PVS2,
melhorou a recuperag¢é@o de rizomas de banana
criopreservados. Além disso, o pré-resfriamento
de explantes em gelo por 3 horas em PVS2 +
1% de floroglucinol permitiu a criopreservagéo
eficiente de rizomas de banana, seguida de
recuperacgéo e regeneracao de brotos in vitro de
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bananeira cv. Grand Naine.
PALAVRAS-CHAVE: Musa acumminata,
conservacao in vitro, crioprotetores, pré-
resfriamento.

ABSTRACT: The preservation of banana genetic
material is usually performed through seedlings.
However, most banana cultivars do not produce
seed and are propagated vegetatively. Therefore,
cryopreservation is a feasible technique that
allows the preservation of banana genotypes
indefinitely. For the success of cryopreservation
protocols, the selection of cryoprotectants and
pre-freezing techniques are important factor.
Therefore, the objective of this study was to
verify the effects of different cryoprotectants with
and without 1% phloroglucinol and pre-cooling
periods on the development of a protocol for
cryopreservation of in vitro rhizomes of Musa
accuminata (AAA) cv. Grand Naine banana. The
addition of 1% phloroglucinol to the cryoprotective
solutions, such as PVS2 enhanced recovery of
cryopreserved banana rhizomes. In addition,
pre-cooling of explants in ice for 3 hours in
PVS2 + 1% of phloroglucinol allowed efficient
cryopreservation of banana rhizomes, followed
by successful recovery and regeneration of in
vitro shoots of banana cv. Grand Naine.
KEYWORDS: Musa acumminata, in vitro
conservation, cryoprotectants, pre-cooling.

INTRODUCAO

Atualmente, as sementes sao utilizadas
para a preservacdo do material da bananeira. No
entanto, nem todas as espécies e / ou cultivares
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de banana produzem sementes e, em sua maioria, sdo propagadas vegetativamente.
Portanto, alternativas para o armazenamento de germoplasma de banana precisam
ser abordadas. A preservacdo do material genético em condigdes in vitro € uma técnica
promissora e garante a conservacado do material vegetal por curtos periodos de tempo.
No entanto, a variacao genética e a contaminagéo séo riscos potenciais (Carvalho e Vidal
2003).

A criopreservacao € uma técnica viavel que reduz o risco de contaminacdo e
variacdo genética, enquanto permite 0 armazenamento a longo prazo de material vegetal
com sucesso, como demonstrado em varias espécies de plantas, incluindo banana (Panis
et al. 1990). A técnica classica de criopreservagao envolve o resfriamento controlado do
material vegetal a uma temperatura pré-determinada, seguido por uma rapida imerséo em
nitrogénio liquido. No entanto, os protocolos de criopreservacao precisam ser ajustados
para evitar a formacao de gelo intracelular, que causa a ruptura do sistema de membrana
celular, resultando em perda de semipermeabilidade e compartimentacéo celular; e,
consequentemente, colapso celular e morte (NOGUEIRA, 2010).

Novos protocolos de criopreservacéo foram desenvolvidos, 0s quais envolvem
0 uso de crioprotetores para permitir o resfriamento do contetdo das células vegetais
em um estado de vitrificacdo sem a formacao de cristais de gelo (PANIS et al.,, 2007).
A vitrificagdo permite que a agua transite da fase liquida para uma fase solida amorfa e
metaestavel, evitando assim a formacgdo de cristais de gelo dentro da célula (SANTOS,
2001; ENGELMANN, 2011) e preservando a integridade celular (WOWK, 2010). Existem
diferentes classes de crioprotetores de acordo com sua capacidade de penetrar nas células
das plantas e induzir o estado de vitrificagéo.

Acucares como sacarose, trealose e glicose tém sido utilizados como crioprotetores
e séo considerados agentes de vitrificagdo sem causar toxicidade as células vegetais,
mesmo quando acumulados no citoplasma. Eles séo altamente eficazes na estabilizacéo das
membranas celulares durante o congelamento em relacdo aos crioprotetores tradicionais
(PANIS et al., 2002). Floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno) ou floroglucina (tautémero PG),
um benzenotriol que tem propriedades reguladoras de crescimento (SARKAR; NAIK, 2000)
e promove o crescimento das plantas (TEIXEIRA da SILVA et al., 2013; PEREZ et al., 2016)
tem sido usado como crioprotetor. O floroglucinol demonstrou aumentar o crescimento
e a taxa de brotos axilares em culturas in vitro em varias plantas lenhosas, para iniciar
raizes adventicias em brotos in vitro de diferentes espécies lenhosas, para aumentar a
sobrevivéncia de meristemas e / ou pontas de brotos in vitro (JONES; HATFIELD, 1976;
JAMES; THURBON, 1979, 1981), para melhorar a multiplicagéo e alongamento de rebentos
(GURURAJ et al., 2004, GIRIDHAR et al., 2005, SIWACH; GILL, 2011; WANG et al., 2011;
BAIRWA et al., 2012) e proliferagdo de raizes ( ROMAIS et al., 2000; BUTHUC-KEUL;
DELIU, 2001; SUJATHA; KUMAR, 2007; BOPANA; SAXENA, 2009; KUMAR et al., 2010;
TALLON et al., 2012), indugé@o de embriogénese (FIND et al., 2002; REIS et al., 2008 ) e
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melhor recuperacao de protocormas criopreservados (VENDRAME; FARIA, 2011).

Na banana, protocolos de criopreservacéo foram desenvolvidos para meristemas
apicais de banana in vitro (THINH et al., 1999; PANIS et al., 2005a) e aglomerados de
meristema de banana (estruturas semelhantes a couve-flor) (DHED’A et al.,, 1991;
SCHOOFS, 1997; STROSSE et al., 2006). No entanto, o processo envolve uma série de
etapas, que aumentam o tempo de recuperacédo do material criopreservado e também
podem aumentar o risco de contaminacgéo (PANIS, 2009). Portanto, o desenvolvimento de
novos protocolos de criopreservagdo que pudessem utilizar tecidos alternativos, como os
rizomas, poderia reduzir o numero de etapas necessarias para a recuperagéo dos tecidos
criopreservados da banana, acelerando a rebrota e reduzindo o risco de contaminacéo.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo para criopreservacao de
rizomas in vitro de bananeira Musa accuminata (AAA) cv. Grand Naine. Os efeitos de
diferentes periodos de pré-resfriamento e crioprotetores com e sem 1% de floroglucinol
para o desenvolvimento do protocolo de criopreservagéo também foram avaliados.

MATERIAIS E METODOS

Plantas de banana foram selecionadas para este estudo a partir de plantas que
cresciam em uma casa de vegetacao no Tropical Research and Education Center (TREC),
University of Florida, em Homestead, Florida, EUA. Plantas bem desenvolvidas foram
transferidas para uma estufa no TREC para crescimento e desenvolvimento continuos.
Plantas totalmente desenvolvidas com rizomas saudaveis foram utilizadas como fonte de
explantes (Fig. 1a).

Plantulas com rizomas saudaveis foram pulverizadas com fungicida sistémico
Daconil um dia antes da extracdo do rizoma para estabelecimento de cultivo in vitro. A
parte superior das plantas foi removida antes da remocao dos rizomas (Fig. 1b). Os rizomas
removidos foram transferidos para o Laboratério de Horticultura Ornamental no TREC,
onde experimentos de criopreservacao foram subsequentemente realizados.
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Figura 1. Procedimentos de criopreservagdo para banana Grand Naine. As plantas selecionadas para
o estudo foram localizadas em uma casa de vegetacao no Tropical Research and Education Center,
University of Florida (a). A porgao superior das plantas foi removida antes da remogéao dos rizomas (b).
Desinfeccéo de rizomas sob capela de fluxo laminar (c). Detalhe do rizoma apds desinfec¢éo e reducdo
do tamanho para criopreservagédo (d). Rizomas colocados em tubos Falcon contendo solugdo de pré-
vitrificagdo (PVS2) (e). Pré-resfriamento das amostras antes da criopreservacgao (f). Os tubos Falcon
sdo envolvidos em papel aluminio (g) e colocados em nitrogénio liquido (h). Apos a criopreservacgao, os
rizomas séo subdivididos e colocados em meio MS para crescimento e desenvolvimento (i).

ESTABELECIMENTO DE CULTURA DE RIZOMA /N VITRO

No laboratério, as bainhas externas dos rizomas foram removidas e reduzidas em
tamanho para aproximadamente 6 cm de comprimento x 3 cm de didmetro. A desinfeccédo
dos tecidos foi realizada com estreptomicina 0,5 mg L por 20 minutos. Os explantes
foram entéo transferidos para uma capela de fluxo laminar, onde foram imersos em etanol
(75%) por 5 minutos, seguido de hipoclorito de sédio (2%) por 30 minutos e, em seguida,
enxaguados 3 vezes em agua destilada autoclavada (Fig. 1c)

O meio de cultura foi composto de sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e
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vitaminas suplementadas com 7,0 mg L' 6-benzilaminopurina (BAP), 30 g L' de sacarose,
2,5 g L' de carvéo ativado e pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adicdo de 7 g L' de
agar. O meio foi autoclavado a 121 ° C e 20 psi por 20 minutos. Os explantes foram ainda
reduzidos em tamanho para segmentos de 3 cm de comprimento e colocados em frascos
de 200 ml contendo 30 ml de meio de cultura MS semissélido. As culturas foram mantidas
no escuro a 27 + 2 ° C durante 2 semanas.

Dois experimentos foram realizados para avaliar diferentes crioprotetores e
diferentes periodos de pré-resfriamento, respectivamente. Um total de 200 rizomas foram
selecionados para o primeiro experimento com crioprotetores e outros 200 rizomas para o
experimento em periodos de pré-resfriamento.

EXPERIMENTOS

Experimento I: Criopreservacdo de rizomas de banana usando diferentes
crioprotetores

Um total de 200 rizomas saudaveis foi selecionado e novamente reduzido em
tamanho para 0,5 cm antes da exposicdo a diferentes tratamentos (Fig. 1d). Para cada
tratamento, 1 mL de solucdo de lavagem (SL) composta por glicerol 2 M e sacarose 0,4 M
(NISHIZAWA et al., 1993) foi adicionado a tubos Falcon de 15 mL. Uma solucdo de pré-
vitrificacdo (PVS2) também foi adicionada aos tratamentos (Fig. 1e) e os tubos foram pré-
resfriados em gelo (Fig. 1f). A solugdo de PVS2 consistia em 30% (p / v) de glicerol 3,26 M,
15% (p / v) etilenoglicol 2,42 M, 15% (p / v) DMSO 1,9 M e sacarose 0,4 M (SAKAI,1997).
Os tratamentos consistiram em:

T1 - Sem crioprotetores (controle);

T2 - Glicerol 2 M (20 minutos) + PVS2 (10 minutos);

T3 - Glicerol 2 M (20 minutos) + PVS2 com floroglucinol 1% (10 minutos);

T4 - sacarose 0,4 M (20 minutos) + PVS2 (10 minutos);

T5 - sacarose 0,4 M (20 minutos) + PVS2 com floroglucinol a 1% (10 minutos);

T6 - Glicerol 2 M (20 minutos) + sacarose 0,4 M (20 minutos) + PVS2 (10 minutos); e

T7 - Glicerol 2 M (20 minutos) + sacarose 0,4 M (20 minutos) + PVS2 com floroglucinol
a 1% (10 minutos).

Para todos os tratamentos, tubos Falcon de 15 ml com as amostras foram
embrulhados em papel aluminio e colocados em nitrogénio liquido (LN) por 48 horas (fig.
1g e h). Ap6s 48 horas em LN, os tubos Falcon foram removidos e rapidamente aquecidos a
40 ° C em banho-maria por 2,5-3,0 min, e as solugdes crioprotetoras removidas dos tubos.
Os explantes foram lavados em %2 MS + sacarose 1,2 M (pH 5,7) por 15 min e introduzidos
em %> MS + sacarose 0,3 M (pH 5,7), solidificados com 7,0 g L-1 de agar e mantidos no
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escuro a 27 + 2 ° C por 24 horas (PANIS, 2009).

Ap6s 24 horas, os rizomas foram subdivididos e transferidos para meio MS
contendo 4,0 mg L-1 de BAP (Fig. 1i). As culturas foram mantidas por 30 dias em camara
de crescimento sob condigdes controladas a 27 + 2 ° C, 60 mol m-2 s-1 PAR; e fotoperiodo
claro / escuro 18/6 sob 4 lampadas fluorescentes 9A (Philips®).

Apbs 30 dias do estabelecimento da cultura, quaisquer partes oxidadas dos
explantes de banana foram removidas e os explantes transferidos para meio MS fresco
contendo 4,0 mg L' BA e mantidos em uma cémara de crescimento sob as mesmas
condicbes controladas descritas acima.

Aos 10 e 30 dias apés as transferéncias para meio fresco, a oxidagcéo da cultura
foi avaliada e classificada usando pontuagdes de 1 a 3, no qual 1 = oxidagédo baixa,
2 = oxidacdo média e 3 = oxidacdo alta de explantes. A cor do meristema também foi
avaliada, sendo os meristemas verdes uma indicagdo de potencial organogénico. Além
disso, avaliou-se a porcentagem de sobrevivéncia do explante (%) e o desenvolvimento
das mudas (multiplicagdo dos ramos, comprimento dos brotos, multiplicacdo das raizes e
comprimento das raizes). Todas as variaveis foram submetidas a anélise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Experimento lI: Criopreservacéao de rizomas de banana em diferentes periodos
de pré-resfriamento

Um total de 200 rizomas saudaveis foi selecionado e novamente reduzido em tamanho
para 0,5 mm antes da exposicédo a diferentes tratamentos. Para cada tratamento, 1 mL de
solucéo de lavagem (SL) composta por glicerol 2 M e sacarose 0,4 M (NISHIZAWA et al.,
1993) foi adicionado a tubos Falcon de 15 mL. A solugdo PVS2 também foi adicionada aos
tratamentos. Os tratamentos de pré-resfriamento foram a 0°C. Os tratamentos consistiram
em:

T1 - PVS2, sem pré-resfriamento (controle 1);

T2 - PVS2 + 1% de floroglucinol, sem pré-resfriamento (controle 2);
T3 - PVS2, pré-resfriamento por 1h;

T4 - PVS2 + 1% de floroglucinol, pré-resfriamento por 1h;

T5 - PVS2, pré-resfriamento por 2h;

T6 - PVS2 + 1% de floroglucinol, pré-resfriamento por 2h;

T7 - PVS2, pré-resfriamento por 3h;

T8 - PVS2 + 1% de floroglucinol, pré-resfriamento por 3h.

Para todos os tratamentos, tubos Falcon de 15 ml com as amostras foram utilizados
e colocados em nitrogénio liquido (NL) por 48 horas. Apds 48 horas em NL, os tubos Falcon
foram removidos e rapidamente aquecidos a 40 ° C em banho-maria por 2,5-3,0 min, e
as solugdes crioprotetoras removidas dos tubos. Os explantes foram lavados em 2 MS
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+ sacarose 1,2 M (pH 5,7) por 15 min e introduzidos em MS + 7,0g L' BA + 2,5 g L" de
carvao ativado, solidificado com 7,0 g L' de &gar e mantido a 27 + 2 ° C no escuro por 1
semana.

Ap6s 1 semana, os rizomas foram subdivididos e transferidos para meio MS
contendo 4,0 mg L' de BAP e mantidos por 30 dias em uma camara de crescimento sob
condig¢des controladas a 27 + 2 ° C, 60 mol m-2 s-1 PAR; e fotoperiodo claro / escuro 18/6
sob 4 [ampadas fluorescentes 9A (Philips®).

Explantes foram removidos do escuro em 7 e 30 dias e avaliados quanto a oxidag¢ao
usando as mesmas pontuagdes usadas acima (1-3). A porcentagem de sobrevivéncia do
explante (%) e o desenvolvimento das mudas (multiplicagcdo dos brotos, comprimento dos
brotos, multiplicagéo das raizes e comprimento das raizes) também foram avaliados. Todas
as variaveis foram submetidas a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5%.

DESENHO EXPERIMENTAL

Ambos o0s experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeticbes e 4 explantes por replicacdo. Do total de 200 rizomas
selecionados para cada experimento, 160 rizomas foram usados no primeiro experimento e
140 rizomas no segundo experimento. Isso se deve a contaminagao de alguns dos rizomas
inicialmente selecionados, que foram descartados.

Os dados foram normalizados pela formula vx + 0,5 e submetidos & andlise de
variancia. As médias foram separadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade por meio
do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento |

Para qualquer protocolo de criopreservacdo, o sucesso € determinado pela
recuperacéo de propagulos viaveis (REED, 2008) e a oxidagédo pode ser um problema para
a sobrevivéncia do explante.

Apb6s a remogédo do nitrogénio liquido e o descongelamento, é um procedimento
comum lavar os tecidos da planta com uma solugéo de sacarose (PANIS, 2009). Portanto,
todos os explantes foram submetidos a um tratamento com sacarose 1,2 M por 15 minutos
e sacarose 0,4 M no meio por 1 semana. Agucares, como a sacarose, sdo considerados
agentes de vitrificagéo e, portanto, usados como crioprotetores, pois ndo apresentam efeitos
toxicos nas células vegetais, mesmo quando acumulados no citoplasma (TEIXEIRA da
SILVA et al., 2013). Eles sao altamente eficazes para induzir efeitos osmoticos e coligativos,
ou seja, reduzindo o potencial osmatico, levando a uma redug¢é@o no conteudo de agua

Responsabilidade social, produ¢éo e meio ambiente nas ciéncias agrarias 2 Capitulo 1



do couro cabeludo, de modo que os aglcares podem funcionar diretamente para conferir
desidratacéo e / ou toleréncia ao congelamento (AGRAWAL et al., 2004; HALMAGY];
DELIU, 2007; PANIS et al., 2002; PANIS, 2009). Alem disso, as concentragdes de agucares
podem influenciar proteinas, acidos graxos de membrana e aminoacidos dentro das células,
conferindo tolerancia a desidratacdo e criopreservacao (PANIS et al., 2002; SIPEN et al.,
2011). No entanto, em nosso estudo, esse procedimento néo foi satisfatério e a maioria
dos explantes apresentou oxidacdo 5 horas apds a introducdo em cultura. E possivel
que em nosso estudo a concentragdo de sacarose nado tenha sido suficiente para evitar o
dano oxidativo as células no nivel da membrana, bem como as suas proteinas. Também é
possivel que a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) tenha aumentado devido
a desidratacgéo, resultando em peroxidacao lipidica, desnaturagcéo de proteinas e danos aos
acidos nucléicos (FRANCA et al., 2007). No entanto, estudos adicionais seriam necessarios
para avaliar as causas especificas da oxidagéao.

Resultados semelhantes com banana (Musa) cvs. Pisang Mas, Pisang Nangka,
Pisang Berangan e Pisang Awak demonstraram que a sacarose a 0,4 ou 0,5 M néo foi
eficaz para a criopreservacéo do couro cabeludo de todas as cvs de banana testado, com
nenhuma ou baixa sobrevivéncia ap6s a pré-cultura (SIPEN, et al. 2011). No entanto, uma
pré-cultura com 0,4 ou 0,5 M de sacarose por 2 semanas foi eficaz para a criopreservacéao
de couro cabeludo de banana cvs. Bluggoe (ABB), Monthan (ABB), Kamaramasenge (AB),
Guyod (AA) e Grand Naine (AAA), com sobrevida entre 12-72% (PANIS et al., 1996a, 2002).

Embora os rizomas de banana Grand Naine tenha apresentado bons resultados,
de acordo com Panis et al. (2002), em nosso estudo 0s rizomas ndo promoveram a
mesma resposta ao tratamento com sacarose, apresentando oxidacdo externa na
maioria dos explantes. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados por Panis et al.
(1996b), que observaram que meios contendo niveis mais elevados de sacarose retardam
consideravelmente o crescimento de meristemas em proliferacdo. Ao aumentar o nivel de
sacarose, menor taxa de sobrevivéncia e um escurecimento concomitante do tecido foram
observados na cultivar de banana Bluggoe (Musa spp., Grupo ABB) (PANIS et al. 1996b).

Dez dias ap6s os rizomas serem subdivididos e colocados em meio MS fresco,
a porcentagem de sobrevivéncia variou de 22% a 89%. Apesar da porcentagem de
sobrevivéncia de T3, T5 e T7 ndo serem estatisticamente diferentes, a maior porcentagem
de sobrevivéncia (89%) foi observada para os explantes submetidos ao tratamento 7 (T7),
que continham Glicerol 2 M + sacarose 0,4 M + PVS2 com floroglucinol 1% (Tabela I). Para
todos os tratamentos contendo 1% de floroglucinol, a porcentagem de sobrevivéncia do
explante foi maior (61% para o tratamento 3 - T3 e 79% para o tratamento 5 - T5) (Tabela ).
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Tratamentos Sobrevivéncia  Taxade  Comprimento Numero de Comprimento
(%) oxidagdo  do broto (cm) raizes de raizes (cm)

Dias 10 30 10 10 30 10 30 10 30

T1 — Sem crioprotetores 0,00b  0,00c 2,83c 0,00c 0,00c 0,00a 0,00c 0,00a 0,00b

T2 — 2M glicerol + PVS2 0,00b  0,00c 1,91b 0,00c 0,00c 0,00a 0,00c 0,00a 0,00b

T3 —2M glicerol + PVS2 + 61ab  2,68b 0,69a 1,68b 4,88ab 0,00a 2,20b 0,00a 4,53a

1% PG

T4 — 0.4 M sacarose + 22b  0,40bc 1,04b 1,11b 1,33 0,00a 0,00c 0,00a 0,00b

PVS2

T5 - 0.4 M sacarose + 79a 4,80a 0,40a 3,562a 4,99ab 0,00a 2,56b 0,00a 4,75a

PVS2+ 1% PG

T6 — 2M glicerol + 0.4M 27b 2,48b 1,11b 222b 1,63b 0,00a 0,00c 0,00a 0,00b

sacarose + PVS2

T7 — 2M glycerol + 0.4M 89a 4,88a 0,28a 3,60a 5,71a 1,20a 3,65a 2,14a 4,86a

sacarose + PVS2+ 1% PG

Tabela I. Experimento |. Criopreservagéo de rizomas de banana usando diferentes crioprotetores.
Os dados mostram sobrevivéncia (%), pontuacéo de oxidacéo (1-3), comprimento do rebento (cm),
numero de raizes e comprimento da raiz (cm) para rebentos in vitro 10 e 30 dias ap6s a remogéo da

criopreservagdo. Foram avaliados dois crioprotetores: 1) PVS2: 30% (p / v) glicerol 3,26 M, 15% (p / v)
etilenoglicol 2,42 M, 15% (p / v) DMSO 1,9 M e sacarose 0,4 M; e 2) PG: floroglucinol a 1%.

Os crioprotetores s@o substancias importantes que podem prevenir a formacao de
cristais de gelo dentro das células. Tao e Li (1986) classificaram os crioprotetores utilizados
na criopreservagcdo de plantas de acordo com sua capacidade de penetrar nas células,
ou seja, incapazes de penetrar na parede celular (polimeros de alto peso molecular -
PEG6000, PVP - polissacarideos e proteinas); somente capaz de penetrar na parede celular
(oligossacarideos, manitol, aminoacidos e polimeros de baixo peso molecular); e capaz de
penetrar na parede celular e na membrana plasmatica (DMSO e glicerol). A maioria das
solugdes de vitrificacdo inclui uma mistura de crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes
para reduzir a toxicidade e ajudar a estabilizar o estado de vitrificagdo (REED, 2008).

O floroglucinol € um precursor na via de biossintese da lignina e controla efetivamente
a hiperidricidade através do processo de lignificacdo, maximizando assim a taxa de
multiplicac@o de espécies lenhosas e outras espécies de dificil propagacédo (TEIXEIRA da
SILVAetal.,2013). Varios estudos relatam o uso de floroglucinol para melhorar a multiplicagéo
in vitro de brotos e raizes em plantas ornamentais e herbaceas, com respostas positivas na
morfogénese in vitro. Estes incluem o aumento in vitro no crescimento e na taxa de brotos
axilares e raizes adventicias em plantas lenhosas, sobrevivéncia de meristemas e pontas
de brotos (JONES; HATFIELD, 1976; JAMES; THURBON, 1979, 1981), multiplicacédo e
alongamento de brotos (GURURAJ et al., 2004; GIRIDHAR et al., 2005; SIWACH; GILL,
2011; WANG et al., 2011; BAIRWA et al., 2012), proliferacdo de raizes (ROMAIS et al.,
2000; BUTHUC-KEUL; DELIU, 2001; SUJATHA; KUMAR, 2007; BOPANA, SAXENA, 2009;
KUMAR et al., 2010, TALLON et al., 2012), inducdo de embriogénese (FIND et al., 2002;
REIS et al., 2008) e recuperagédo aprimorada de tecidos criopreservados (VENDRAME;
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FARIA 2011).

Apesar da remocgédo das partes oxidadas dos rizomas antes da transferéncia
para o meio fresco, a oxidagcédo ainda foi observada depois. Entretanto, o tratamento 7
(T7) apresentou a menor oxidagédo, além de alta sobrevivéncia, o que promoveu melhor
desenvolvimento in vitro da parte aérea e da raiz da planta (Tabela |, Figura 2a). Isso se
deve a um possivel efeito sinérgico entre o glicerol, a sacarose e o floroglucinol no T7 na

reducdo dos danos oxidativos causados pela desidratacéo.

Figura 2: Mudas de banana Grand Naine desenvolvidas apés criopreservagao. O experimento | avaliou
o efeito de diferentes criprotetores no desenvolvimento de plantulas apés a criopreservacéo (a). O
Experimento Il avaliou os efeitos de diferentes periodos de pré-resfriamento apds a criopreservacéo

(b).

Para todos os rizomas desenvolvidos, apenas um caule se formou inicialmente,
variando em comprimento de 1,11 cm (T5) a 3,60 cm (T7). Ambos os tratamentos T5 e T7
continham 1% de floroglucinol (Tabela 1), mostrando um efeito positivo no desenvolvimento
de brotacbes in vitro de bananeira Gran Naine. Este € o primeiro estudo usando floroglucinol
na criopreservagdo de banana rizoma mostrando que pode aumentar a sobrevivéncia de
explantes in vitro. Da mesma forma, Vendrame e Faria (2011) mostraram que a adi¢do de
1% de floroglucinol ao meio aumentou a recuperacao e a sobrevivéncia dos protocormos do
Dendrobium nobile para 68%. O floroglucinol tem propriedades antioxidantes (ATHANASAS
et al., 2004; BENSON, BREMNER, 2004; KANG et al., 2006), o que pode ter contribuido
para a sobrevivéncia da banana cv. Grand Naine reduzindo o estresse oxidativo nas células.

O enraizamento dos explantes foi observado inicialmente apenas no tratamento 7
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(T7), com comprimento médio de raiz de 2,14 cm (Tabela ). Posteriormente, o tratamento
T7 teve o melhor desenvolvimento radicular e, portanto, o maior nUmero de raizes em
comparacao com os outros tratamentos (Tabela |, Figura 2a). Os tratamentos T3 e T5
ndo diferiram significativamente, com comprimento de raiz de 2,20 cm e 2,56 cm,
respectivamente. No entanto, a combinacdo de crioprotetores com floroglucinol mostra
uma resposta positiva na formacao de raizes, conforme ilustrado na Tabela | e isso pode ter
aumentado o efeito crioprotetor, reduzindo o dano potencial de estresse oxidativo causado
as células e membranas. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar os
efeitos dos crioprotetores combinados com o floroglucinol na redugéo do estresse oxidativo
e no aumento das defesas antioxidantes das plantas e da tolerancia a desidratacédo. Apos
30 dias de avaliagéo dos rizomas, observou-se um incremento no nimero de brotos (Tabela
I) para diversos tratamentos, como 4,80 brotos para T5 e 4,88 brotos para T7 (Figura 2a).
Os maiores comprimentos de brotacédo, 5,71cm e 4,99cm, também foram observados para
T5 e T7, respectivamente (Tabela 1). Embora o comprimento dos brotos ndo tenha sido
significativamente diferente de outros tratamentos, os tratamentos com 1% de floroglucinol
adicionado a solucgéo crioprotetora demonstram sua agéo positiva no desenvolvimento da
planta apos a criopreservagéo.

Possivelmente a combinacao de sacarose, glicerol e PVS2 associada ao floroglucinol
promoveu maior protecdo dos rizomas de banana Grand Naine, proporcionando melhor
diferenciagéo tecidual das plantas in vitro. Os crioprotetores podem ter atuado para repor
a agua nas células, enquanto o PVS2 mudou o comportamento de congelamento néo
penetrante da solugéo por desidratacao osmética da solucéo intracelular. Posteriormente,
a temperatura mais baixa restringiu a mobilidade das moléculas de agua no interior da
célula, evitando a nucleacdo dos cristais de gelo (REED, 2008) e, consequentemente,

promovendo melhor resposta organogénica dos tecidos in vitro.

Experimento Il

Rizomas que ndo foram submetidos ao pré-resfriamento em PVS2 ou PVS2 com 1%
de floroglucinol ndo sobreviveram ap0s a criopreservagao.

A criopreservagao fornece armazenamento estavel, de longo prazo e de baixo
custo de plantas protegidas de doencas ou danos ambientais. No entanto, armazenar
plantas em temperaturas extremamente baixas tem alguns efeitos deletérios (UCHENDU
et al., 2010). LesGes por frio e congelamento promovem muitas mudancas subletais,
como desacoplamento metabdlico, que pode entdo levar ao aumento da producdo de
radicais livres (DAY et al., 2000). As espécies reativas de oxigénio (ROS) incluem radicais
superoxido (O,), radicais hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singlete
(O,) (Asada 2006), que podem levar a uma oxidacdo acentuada nas plantas. Em nosso
primeiro experimento, esperdvamos que a sacarose agisse positivamente aumentando a

recuperacéo de rizomas criopreservados e, consequentemente, reduzindo a oxidacéo. No
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entanto, como o tratamento com sacarose nao retornou resultados positivos para o primeiro
experimento, esse tratamento n&o foi usado no segundo experimento. Em nosso estudo,
adicionamos 2,5 g.L" de carvao ativado ao meio MS para mitigar a oxidacao.

Oxidagéo foi observada em todos os tratamentos (Tabela Il). Os tratamentos nédo
submetidos ao pré-resfriamento apresentaram os maiores taxas (2,73) para oxidagéo,
ndo sendo observada regeneracdo das plantas. Para os tratamentos submetidos ao preé-
resfriamento por 1 ou 2 horas, a oxidacdo foi reduzida (0,52 - 1,97), mas alguns rizomas
apresentaram capacidade de regeneracao. Apesar da adi¢cdo de carvao ativado em meio
MS por 7 dias, a oxidagéo ainda estava presente.

Para os tratamentos com pré-resfriamento (T3-T8), os percentuais de sobrevivéncia
7 dias apds a criopreservacao variaram de 40 a 100% (Tabela Il). Os tratamentos submetidos
a 3 horas de pré-resfriamento com PVS2 ou PVS2 + 1% de foroglucinol tiveram 100% de
sobrevivéncia (Tabela I1).

A chave para o sucesso da criopreservacao por vitrificagcdo é o controle cuidadoso
dos procedimentos de desidratacéo e permeabilidade do crioprotetor para prevenir lesGes
por toxicidade quimica ou excesso de estresse osmético durante a desidratagéo (NIINO
et al., 2007). Portanto, otimizar o tempo de exposi¢ao dos tecidos ao PVS2 é o parametro
mais importante para garantir a regenera¢do bem-sucedida da planta a partir de sementes
criopreservadas apos a vitrificagdo. A duragédo da exposicéo das células vegetais a solugéo
de vitrificacdo é critica para sua sobrevivéncia porque a desidratacao pode resultar em
lesdo celular por toxicidade quimica e excesso de estresse osmoético de crioprotetores. A
duracéo da desidratacéo adequada pode estar relacionada a varios fatores, incluindo a
natureza e o tamanho da amostra e a composicao e procedimento de carregamento dos
crioprotetores (CHEN; WANG, 2002).

Tratamentos Sobrevi- Taxade  Compri- Numero  Compri- Numero Compri-
véncia (%) oxidacdo mentode de mento de mento
brotacdo  brotos dos bro- raizes de
(cm) tos (cm) raizes
(cm)

T1 - PVS2, no pré resfriamento Oc 2,73d 0,00b 0,00b 0,00b 0,00a 0,00a

T2 — PVS2+ 1%PG, no pré Oc 2,73d 0,00b 0,00b 0,00b 0,00a 0,00a

resfriamento

T3 - PVS2+1 hora de pré 40ab 1,97¢ 1,76ab 1,58ab  3,76ab 0,00a 0,00a

resfriamento

T4 — PVS2+ 1%PG +1 hora de 50ab 1,04c 1,60ab 1,87ab 3,60ab 0,00a 0,00a

pré resfriamento

T5 - PVS2+2 hora de pré 55ab 1,48c 1,92ab 1,6ab 3,92ab 0,00a 0,00a

resfriamento

T6 — PVS2+ 1%PG + 2 hora de 60ab 0,52b 1,67ab 2,08b 3,67ab 0,00a 0,00a

pré resfriamento
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T7 — PVS2+3 hora de pré 100a 0,00a 2,96a 3,04a 4,96a 0,00a 0,00a
resfriamento

T8 — PVS2+ 1%PG + 3 hora de 100a 0,00a 4,52a 3,67a 5,52a 2,48a 1,80a
pré resfriamento

Tabela Il. Experimento Il. Criopreservacao de rizomas de bananeira em diferentes periodos de
pré-resfriamento. Os dados mostram sobrevivéncia (%), taxa de oxidacéo (1-3) e comprimento do
broto (cm) para brotos in vitro 7 dias apds a remocao da criopreservacdo e nimero de brotacées,

comprimento da brotagéo(cm), nimero de raizes e comprimento das raizes (cm) para brotos in vitro
30 dias ap6s a remocao da criopreservagdo. Foram avaliados dois crioprotetores: 1) PVS2: 30% (p /
v) glicerol 3,26 M, 15% (p / v) etilenoglicol 2,42 M, 15% (p / v) DMSO 1,9 M e sacarose 0,4 M; e 2) PG:
floroglucinol a 1%.

O comprimento dos brotos formados 7 dias apés a retirada da criopreservagéo foi
maior (4,52 cm) para o tratamento submetido a 3 horas de pré-resfriamento em PVS2 + 1%
de floroglucinol. Este resultado indica que o resfriamento lento dos explantes por 3 horas
em agente crioprotetor (PVS2) + 1% de floroglucinol influencia na regeneracao do rizoma
apds o processo de criopreservagao.

O tempo de incubacdo e a temperatura da solugdo de PVS2 afetam a taxa de
germinacéo das sementes criopreservadas porque a superexposicdo ao PVS2 pode causar
toxicidade quimica. Ao determinar o melhor tempo de desidratacdo dos explantes a 0 ° C,
a toxicidade da solucgéo de vitrificagcdo pode ser reduzida e, consequentemente, o tempo de
exposicao a solucao de PVS2 pode ser aumentado para um protocolo de criopreservacao
bem-sucedido (JOHARI et al.,, 2009; VENDRAME et al., 2008). Vendrame et al. (2008)
mostraram que o tratamento de pré-resfriamento (gelo) combinado com o tratamento PVS2
por um periodo de tempo entre 1 e 3 h foi essencial para permitir a germinacao adequada
de sementes criopreservadas de quatro gené6tipos comerciais de hibridos de Dendrobium
(GALDIANO et al., 2014). Da mesma forma, neste estudo, o periodo de desidratacao foi
semelhante e 1 h em PVS2 pode ser recomendada. Uma taxa de germinacao moderada
para o tratamento de 6 h em PVS2 foi observada, levando a hipétese de que este hibrido
de Dendrobium poderia ter uma caracteristica intrinseca de alta toleréncia a desidratacéo.
Embora sejam espécies diferentes, o tratamento de pré-resfriamento com gelo é eficiente
na regeneracao organogénica de plantas, variando com a espécie e / ou geno6tipo estudado.

Panis et al. (2005b) mostraram que a regeneragdo de meristemas de banana
néo é influenciada pelo tempo de exposi¢cdo da solucdo de carga (0 - 5 horas). Embora
0 mecanismo preciso de carregamento ainda ndo seja totalmente compreendido, foi
comprovado para diferentes espécies de plantas que o carregamento pode aumentar
dramaticamente a tolerédncia de meristemas isolados a desidratacdo pela solugéo de
vitrificacdo (MATSUMOTO et al., 1994; TAKAGI et al., 1997; PANIS, 2009).

Os tratamentos submetidos a 3 horas de pré-resfriamento com PVS2 ou PVS2
+ 1% de foroglucinol tiveram o maior nimero de brotos por explante 30 dias apo6s a
criopreservacao, com uma média de 3,04 brotos por explante para T7 e 3,67 brotos por
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explante para T8 (Tabela Il ) Para os demais tratamentos submetidos ao pré-resfriamento, o
numero de brotag¢des variou de 1,58 a 2,08 brotac¢des por explante (Tabela Il). O nimero de
brotos por explante foi maior para todos os tratamentos que incluiram 1% de floroglucinol
(Tabela Il).

Diferengas no alongamento e multiplicagdo in vitro de ramos para banana cv.
Grand Naine foram evidenciadas em concentracdes de 200 a 1000 yM de floroglucinol em
meio MS. Os resultados deste estudo preliminar mostraram que 200 yM de floroglucinol
promoveu aumento na multiplicacdo de brotos in vitro (dados ndo publicados).

Tratamentos submetidos a 3 horas de pré-resfriamento também tiveram maior
comprimento de brotagdo. O tratamento 7 (PVS2) teve comprimento médio de brotos de
4,96 cm, enquanto o tratamento 8 (PVS2 + 1% de floroglucinol) teve comprimento médio de
brotos de 5,52 cm (Tabela Il, Figura 1b). Para os tratamentos 3 a 6, 0 comprimento médio
dos brotos variou de 3,6 cm a 3,92 cm.

A formacgéo de raizes foi observada apenas para o tratamento 8 (PVS2 + 1% de
floroglucinol), que foi submetido a 3 horas de pré-resfriamento. O nimero médio de raizes
foi 2,48 raizes por explante e o comprimento médio da raiz foi 1,80 cm (Tabela Il, Figura
2b).

Foi relatado que o floroglucinol atua sinergicamente com a auxina durante a fase
mais sensivel da iniciagdo da raiz (HAMMATT, 1994; DOBRANSZKI; TEIXEIRA da SILVA,
2010; DAUD et al., 2013). De acordo com De Klerk et al. (2011), compostos fendlicos
como o floroglucinol protegem o acido indol-3-acético auxina (IAA) da descarboxilagdo em
brotos de cultura de tecidos de maga. Os resultados do nosso estudo mostram um efeito
sinérgico do floroglucinol com o IBA, um anéalogo da auxina, que pode ser degradado por
descarboxilagéo, relatado por De Klerk et al. (2011) e Daud et al. (2013). O floroglucinol a
79 uM também estimulou o crescimento de plantas de mamoeiro in vitro com diferencas
significativas entre os tratamentos e o controle (Perez et al. 2016). Em banana cv. Grand
Naine a indugao da raiz foi melhorada com 200 pyM de floroglucinol adicionado ao meio MS
(dados néo publicados).

Este estudo mostra que o uso de agentes crioprotetores (sacarose, glicerol, PVS2
e 1% de floroglucinol) em combina¢do com um tratamento de pré-resfriamento com gelo
de 3 horas fornece um melhor desenvolvimento de planta in vitro de rizomas de banana
cv. Grand Naine ap0s a criopreservagédo. Este é o primeiro relato de criopreservacao de
rizomas de banana com floroglucinol. Estudos adicionais devem ser realizados utilizando
antioxidantes adicionados a solugéo de PVS2, visando a reducao da oxidagéo dos tecidos
vegetais em bananeira.
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