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TECNICAS BIOTECNOLOGICAS PARA A PRODUCAO DE MUDAS E
CONSERVACAO DE GERMOPLASMA DE SISAL (Agave sisalana e hibrido
11648)

Autor: Priscila Tavares Fonseca

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: As técnicas biotecnoldgicas podem contribuir para a producdo de mudas
e conservacao de espécies de relevancia econémica, a exemplo do Agave sisalana,
conhecido como sisal. Esta € a principal cultura produtora de fibras duras no
mundo. Este trabalho teve como objetivos: 1) Estabelecer um protocolo de
micropropaga¢ao com vistas a producdo de plantas em larga escala de Agave
sisalana e o hibrido 11648; Il) avaliar a conservacgao in vitro do sisal com agentes
promotores de crescimento minimo. Na micropropagacao de sisal foram realizadas
as etapas de estabelecimento, multiplicacdo, subcultivo, enraizamento in vitro e
aclimatizacdo das mudas. Na conservacgéo in vitro foram testados os agentes
osmoticos sorbitol e manitol, combinados com sacarose e o inibidor de crescimento
paclobutrazol. Os explantes tTCLs oriundos de rebentos e bulbilhos podem ser
estabelecidos direto em meio de cultura MS¥2 com a presenca de 13,32 uM de BAP,
sendo eficiente na indug&o de brotos em A. sisalana (18,41 brotos por planta) e no
hibrido 11648 (45,17 brotos por planta). Os explantes nas posi¢cfes tTCLs apical
(AP) e mediano (MI) foram mais responsivos para A. sisalana e os explantes tTCLs
apical (AP) e mediano (Ml1 e MI2) para o hibrido 11648. Nos subcultivos a indugéo
de brotacbes em sisal obteve média 10 brotos por explante. No enraizamento in
vitro, explantes com 30 mm de altura possibilitaram melhores respostas em ambos
0s genotipos. A concentracdo de 12 uM de AIB favoreceu a rizogénese em A.
sisalana, ao passo que no hibrido 11648 nao foi necessario o uso de auxina. A taxa
de sobrevivéncia das plantas de sisal foi de 100% apOs a aclimatizacdo. Na
conservacgao in vitro, o manitol a 261 mM e paclobutrazol a 15 pM reduziram em
288,59% e 93,52% em relagcdo ao controle o comprimento das plantas in vitro,
respectivamente. A taxa de sobrevivéncia das plantas ap6s 12 meses de
conservacao in vitro foi de 100% na aclimatizacao.

Palavras-chave: Sisal, Propagacao in vitro, Morfogénese, Conservacao in vitro,
Crescimento lento.



BIOTECHNOLOGICAL TECHNIQUES FOR THE CONSERVATION OF
GERMOPLASM AND PRODUCTION OF SISAL PLANTS (Agave sisalana and
hybrid 11648)

Author: Priscila Tavares Fonseca

Advisor: Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Biotechnological techniques can contribute to the production of plants
and conservation of species of economic relevance such as Agave sisalana, known
as sisal. This crop is considered the main source of stiff fiber in the world. This study
aimed to: I) To establish a micropropagation protocol with a view to the production
of large-scale plants of Agave sisalana and the hybrid 11648. Il) to evaluate the in
vitro conservation of sisal with promoters of minimum growth. For the
micropropagation of sisal, the stages of establishment, multiplication, subculture
and rooting in vitro were carried out. For in vitro conservation, the osmotic agents
sorbitol or mannitol combined with sucrose and the growth inhibitor paclobutrazol
were tested. The tTCL explants from offshoots and bulbils can be established
directly in MSY culture medium with the presence of 13.32 uM of BAP, being
efficient in the induction of shoots in A. sisalana (18.41 shoots for plant) and in the
hybrid 11648 (45.17 shoots for plant). The explants in the apical (AP) and median
(MI) positions were more responsive to A. sisalana and the apical (AP) and median
(M1 and MI2) explants for the hybrid 11648. In the subcultures, the induction of sisal
sprouts obtained average 10,10 shoots per explant. For both genotypes, better in
vitro rooting was achieved with 30 mm height explants. The auxin AIB at 12 puM
favored the rhizogenesis in A. sisalana, whereas for the 11648 hybrid it was not
necessary to use the auxin. After acclimatization, the survival rate of sisal plantlets
was 100%. For in vitro conservation, mannitol at 261 mM and paclobutrazol at 15
UM promoted a growth reduction by 288.59% and 93.52%, respectively. The plant
survival rate after 12 months of in vitro conservation was 100% during

acclimatization.

Keywords: Sisal, In vitro propagation, Morphogenesis, In vitro conservation, slow
growth.
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INTRODUCAO GERAL

O género Agave pertence ao grupo das monocotiledéneas e subfamilia
Agavoideae, que conforme a nova classificacdo foi incluida na familia
Asparagaceae (Bremer et al., 2003). No Brasil, o género é representando pelos
genotipos Agave sisalana, também conhecida como sisal e o hibrido 11648,
resultante do retrocruzamento entre (A. amaniensis Trel. & Nowell x A.
angustifolia Haw.) x A. amaniensis, ambas reconhecidas pela producé&o de fibras
duras.

O Brasil destaca-se em nivel mundial como principal produtor de fibras
duras de sisal, alcancando producdo que variaram de 180.948 a 80.000
toneladas entre 2016 e 2018 (FAO, 2020). A Bahia configura-se como o estado
com a maior producdo de sisal 95,5% no Brasil (IBGE, 2020), com significativa
geracao de renda para os agricultores familiares (Suinaga et al., 2006; Soares et
al., 2020), e por isso assume dentro do contexto social, importante papel como
agente de fixagdo do homem no campo e na regido semiarida.

Entretanto, a producdo de sisal no Brasil vem diminuindo ao longo da
ultima década, com reducéo de mais de 50% na producao anual da fibra. Fatores
como periodos extensos de seca, 0 baixo nivel tecnolégico empregado em toda
a cadeia produtiva e a elevada incidéncia da podriddo vermelha do sisal, além
dos problemas relacionados a comercializacao da fibra nas regides produtoras
e a sua exportacdo, vem sendo apontados como os principais problemas que
tem contribuido para o declinio na producdo de sisal no Brasil (Soares et al.,
2020).

Além disso, 0 manejo inadequado da cultura com mudas contaminadas e
a falta de material vegetal de qualidade para o estabelecimento ou recuperacéo
de plantios de sisal, tem aumentado a disseminagdo da doenca, contribuindo
para a diminuicdo continua do plantio na regido semiarida da Bahia e, em muitas
areas, ja se tem observado o abandono da cultura devido a alta incidéncia da
doenca podriddo vermelha.

Nesse contexto, torna-se essencial atender a demanda por plantas de alta
gualidade fitossanitarias para estabelecer ou recuperar as plantaces de sisal,
aumentar a produtividade e reduzir os custos de producdo. O uso de

ferramentas biotecnologicas aplicadas a produgdo vegetal, como o cultivo in
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vitro de células, tecidos ou 6rgaos vegetais, € uma alternativa complementar aos
métodos convencionais de propagacao de plantas (Rios-Ramirez et al., 2018).

A cultura de tecidos vegetais, mais especificamente a técnica de
micropropagacédo, é geralmente utilizada para designar o cultivo de diferentes
células somaticas, tecidos ou 6rgaos das plantas, em meio de cultura definido
sob condi¢cdes ambientais e assépticas controladas in vitro, gerando novos
individuos por divisdo mitética das células. O desenvolvimento pode ocorrer por
duas vias: organogénese e embriogénese somatica.

Independente da rota morfogénica para a formacéo de novas brotagées,
existe a necessidade de se estabelecer métodos in vitro eficientes e confiaveis
de propagacéo. Para producéo de plantas in vitro em grande escala, os atributos
importantes sdo a qualidade, a relacdo custo-eficacia, a manutencdo da
fidelidade genética e o armazenamento a longo prazo, a fim de superar os
problemas que enfrentam a micropropagacdo, como a variacdo somaclonal,
hiperidricidade, oxidacdo fendlica, perda de material e qualidade das mudas
(Mustafa e Taha, 2012).

Na multiplicagédo in vitro, véarios cuidados sdo necessérios para manter a
homogeneidade do cultivo, devendo ser levados em conta o niamero e 0s
intervalos dos subcultivos, a taxa de multiplicacdo e a estabilidade genética do
material, evitando a variacdo somaclonal (Calvete et al., 2009). Em muitas
espécies tem sido relatadas alteracBes fenotipicas apds varios ciclos de
multiplicacéo, a exemplo de Plukenetia volubilis (Rodrigues et al., 2014), Ananas
bracteatus (Rodrigues et al., 2014), Agave tequilana (Torres-Morén et al., 2010;
Diaz-Martinez et al., 2012); Agave spp. (De-La-Pefia et al., 2012), Heliconia bihai
(Rodrigues et al., 2008). E essencial o estudo da influéncia dos reguladores de
crescimento vegetal em todas as fases de cultivo in vitro, estabelecimento,
multiplicacdo, alongamento, enraizamento e aclimatizacdo, na busca de um
protocolo eficiente de propagacédo. Nessa perspectiva, a avaliagdo em campo
para observar o desempenho das mudas produzidas apdés os ciclos de
subcultivos é fundamental para determinar parametros de qualidade e aprimorar
a técnica de multiplicagéo in vitro de A. sisalana e o hibrido 11648.

Por outro lado, a utilizacdo de técnicas que retardam a frequéncia de
subcultivos pode reduzir os riscos de variacdo somaclonal, bem como, facilitar e

tornar menos dispendiosa a manutencao de culturas viaveis, por longos periodos
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de tempo. Estas técnicas podem promover reducdo nos custos com méo de
obra, meios de cultura e os riscos de contaminacgéao relacionados a manipulacao
da cultura. Um método alternativo a conservacao de germoplasma convencional
€ a conservacao in vitro. A conservacao através do cultivo in vitro atualmente é
muito utilizada pelo sistema de crescimento lento, o qual resumidamente se
baseia na reducédo do metabolismo, através da manipulacdo de temperatura, o
uso de reguladores de crescimento vegetal e de agentes indutores de estresse
osmoético, sem afetar a viabilidade das espécies com gue se esteja trabalhando
(Lemos et al., 2002).

A reducao no crescimento das plantas, geralmente em cultura de tecidos
vegetais é promovida pela utilizacdo de agentes osmoticos como o sorbitol e o
manitol, que agem modificando o potencial da agua no meio de cultura, ou
inibidores de crescimento vegetal como o paclobutrazol, que pomove a inibicao
da atividade da ent-caureno oxidase, enzima na via biossintética do acido
giberélico (GA) que catalisa a oxidacdo do ent-kaureno em acido caurenoico
(Kondhare et al., 2014).

Resultados promissores foram relatados na cultura de tecidos vegetais ao
adicionar sorbitol e manitol como promotores de crescimento lento em
Smallanthus sonchifolius (Skalova et al., 2012), Hancornia speciosa Gomes
(Santos et al., 2011), Saccharum spp. (Bello-Bello et al., 2014), Syngonanthus
mucugensis (Brito et al., 2011) e Agave ssp. (Pérez-Molphe-Balch et al., 2012).
Em contrapartida, a acdo inibitéria de paclobutrazol também tem se mostrado
eficiente em estudos de conservagéo in vitro, com Solanum tuberosum, Musa
‘Grande naine’ (Albany et al., 2005), Anadenanthera colubrina (Nepomuceno et
al., 2007), Syringa x hyacinthiflora (Cui et al., 2009), Saccharum spp. (Bello-Bello
et al., 2014), sendo posteriormente retomada a taxa de multiplicacdo, em
condicGes normais de crescimento.

Em vista do que foi exposto e considerando a importancia econémica do
género Agave, o presente trabalho teve os seguintes objetivos: I) avaliar os
reguladores de crescimento vegetais, BAP e AIB, na morfogénese e ciclos de
multiplicag&o in vitro de A. sisalana e hibrido 11648, Il), e a conservacao in vitro
de A. sisalana, com propdsito de produzir um protocolo eficiente de propagacéo

e permitir o armazenamento de germoplasma in vitro.
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REFERENCIAL TEORICO

Agavoideae

A partir das revisbes sistematicas, baseadas em analise filogenética,
publicadas por Eguiarte (1995), Bogler e Simpson (1995, 1996) e Bogler et al.
(2006), com base em sequéncias dos genes rbcL e enzimas de restricdo do
genoma do cloroplasto e do nucleo, a familia Agavaceae foi recategorizada pelo
sistema de classificacdo botanica Angiosperm Phylogeny Group Il (APG 1)
(Bremer et al., 2003), com nova classificacdo taxonémica e incluida na familia
Asparagaceae Juss., pertencente a ordem Asparagales Bromhead. Devido a
heterogeneidade em Asparagaceae, convencionou-se um sistema de subfamilia,
em que Agavaceae passou a ser denominada como Agavoideae e reclassificada
como subfamilia de Asparagaceae (Chase et al., 2009).

Agavoideae € composta por monocotiledéneas, endémicas da América e
encontram-se difundidas do sul do Canad& a Bolivia e Paraguai, incluindo as
Antilhas. O México é o centro de maior riqueza e diversidade de agaves e, das
340 espécies conhecidas, 261 (76%) sdo encontradas no México, sendo 70%
destas endémicas (Garcia-Mendoza, 2011; Garcia-Mendoza e Chavez-Renddn,
2013). O género Agave, constituido de 155 espécies (e mais de 200 variedades),
75% sendo nativas do México (Kulus, 2014; Qadir et al., 2017).

Agave é um género poliploide e pode formar séries euploides de 2x, 3x,
4x, 5x e 6x, com numero cromossdmico basico n = x = 30 (Palomino et al., 2003),
gue sdo alteracbes numéricas que envolvem mais de dois conjuntos
cromossémicos por cariétipo (Doughty, 1936; Ruiz e Garay, 2002).

As espécies do género Agave sdo perenes, semixerofilas, crescem em
solo com pH neutro ou levemente alcalino, necessitam de clima quente e grande
luminosidade. As mesmas sao adaptadas a regides semiaridas, por serem
altamente resistentes as estiagens prolongadas, apresentando estruturas
peculiares de defesa contra as condicbes de aridez: folhas carnosas, numero
reduzido de estbmatos, epiderme fortemente cutinizada e metabolismo acido das
crassulaceas (CAM), o que permite a reducdo do consumo total de agua e
transpiracao, pois a absorcdo de CO2 ocorre durante a noite e a assimilagado do
acucar pela fotossintese durante o dia. O sisal utiliza essa via de metabolismo
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com abertura estomatica durante a noite devido a menor evapotranspiracao e
melhor eficiéncia hidrica nas baixas temperaturas noturnas (Black e Osmond,
2003; Abraham et al., 2016).

As plantas ndo apresentam caule (acaulescente), apenas um eixo
principal (pseudocaule) de estrutura lenhosa que pode atingir até 1,2 m de
comprimento e 20 cm de diametro, sobre o qual as folhas séo inseridas (Silva et
al., 2008; Zhang et al., 2014). As folhas possuem coloracdo verde escura, sdo
lanceoladas, suculentas e contém espinhos de coloragdo marrom escuro em sua
extremidade. Podem atingir de 1,2 a 1,6 m de comprimento e 10 a 15 cm de
largura na sua parte mediana, apresentando-se inseridas no pseudocaule na
forma de espiral ascendente formando rosetas (Silva et al., 2008; FNAI, 2017).

No &pice do pseudocaule forma-se um pedunculo floral de 7 - 9 m de
altura, flores verde-amareladas com 7 cm de largura e hermafroditas, dispostas
em cachos situados no final de cada ramo da panicula. Ap6s a queda das flores,
ocorre a emissao de pequenas plantas (bulbilhos) que se desenvolvem nas
inflorescéncias e caem no chéo apoés a floracao, formando novas plantas (Silva
et al., 2008; FNAI, 2017). E caracterizada como monocarpica, e apds o
aparecimento das flores o ciclo vegetativo termina. O tempo de vida til varia de
8 a 20 anos (Tewari et al., 2014).

O fruto € uma capsula oblonga, trilobular, com pericarpo rigido, e as
sementes raramente sao férteis (Martinez-Salvador et al., 2005). Estas
encontram-se localizadas no interior do fruto, sdo delgadas, de tonalidade preta,
lustrosa e de forma triangular, diferenciando-se das sementes estéreis que
possuem coloracdo branca. Embora os dados de autocompatibilidade sejam
escassos, acredita-se que a maioria das espécies sejam autocompativeis e
alguns estudos em Agave (Eguiarte et al., 2000; Molina-Freaner e Eguiarte,
2003) sugeriram que pode haver algumas barreiras pré-zigoticas a reproducao,
embora seja dificil descartar intensa depressdo endogamica (Eguiarte et al.,
2000; Slauson, 2001).

Todavia, as espécies do género também apresentam reproducao
assexuada, propagando-se vegetativamente, como A. tequilana, A. americana,
A. fourcroydes e A. sisalana. A propagacao pode ser via estoldes derivados do
rizoma, que sdo emitidos pela planta-mae (Nava-Cruz et al., 2015), que geram
os rebentos, ou por bulbilhos produzidos na inflorescéncia, dependendo da
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espécie (Lema-Ruminska e Kulus, 2014). Conforme Binh et al. (1990), os
bulbilhos desenvolvem-se de meristemas axiais da inflorescéncia, na base das
flores, e se desprendem da planta como uma forma de assegurar a propagacao
da espécie. No entanto, € preciso aproximadamente 20 a 30 anos de
crescimento vegetativo até a planta adulta atingir o estagio reprodutivo. Os
estoldes derivados dos rizomas desenvolvem-se em seis anos e conservam as
caracteristicas genéticas da planta-mae, que pode ser uma vantagem para a
uniformidade do cultivo, mas representa grande desvantagem pela perda de
variabilidade genética da espécie e por maior suscetibilidade a fatores
fitossanitarios (Robert e Garcia, 1985).

Os agaves tém sido uma fonte renovavel de alimentos, bebidas (tequila),
fibras (sisal), silagem para gado, drogas (saponinas, esterois, esteroides
alcaloides e alcaloidalaminas), plantas ornamentais (devido a sua forma distinta
e cor) e seus produtos Uteis (Kulus, 2014; Qadir et al., 2017). Dentre as espécies
constituintes do género Agave, de relevancia econbmica, destacam-se: A.
utahensis, A. vilmoriniana, A. deserti, A. fourcroydes, A. lechuguilla, A. salmiana,
A. tequilana, A. mapisaga (Davis et al., 2010) e a espécie em estudo A. sisalana

e 0 agave hibrido 11648, fornecedoras de fibras vegetais duras.

Agave sisalana

Agave sisalana é originaria do continente norte-americano e das llhas
Caraibas (Silva et al., 2007). O nome “sisal’ foi emprestado de uma cidade
portuaria em Yucatan, Maya, México, e significa “agua fria” (Rosario et al., 2011).
O sisal € uma espécie pentaploide, herbacea, com apenas um eixo principal,
pseudocaule curto situado no nivel do solo, no qual as folhas se inserem e
armazenam agua e nutrientes. As folhas sdo longas, rigidas, convexas e de
coloracdo verde. As folhas de Agave sisalana sdo carnosas, com células
epidérmicas fortemente cutinizadas, sdo anfiestomaticas, apresentam
estdmatos tetraciticos, longas cAmaras subestométicas, que podem atingir a
terceira ou quarta camada de células do mesofilo. Isso possibilita baixas taxas
de transpiracéo, devido a baixa densidade estomatica e alta resisténcia cuticular
e subestomatica. A densidade média estomatica foi relatada em 11

7

estbmatos/mm2. O mesofilo é isobilateral e constitui-se de epiderme
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uniestratificada, além de possuir papilas, flanges cuticulares e feixes vasculares
colaterais dispostos alternadamente e acompanhados por bainha de fibras. A
raiz apresenta velame, cortex com células grandes e arredondadas e trés
camadas de esclereides junto a endoderme unisseriada. O rizoma é do tipo

atactostelo e nédo apresenta endoderme (Neto e Martins, 2012). Possui

comprimento médio entre 90 cm e 160 cm, embora possam alcancar até dois
metros (Figura 1) (Silva et al., 2008; Botura, 2011).

Figura 1. Plantacao e inflorescéncia de Agave sisalana, localizada na regido sisaleira
da Bahia. Fonte: Soares, A.C.F.

O sisal € uma planta de ciclo perene, que floresce apenas uma vez
durante seu ciclo vegetativo e essa inflorescéncia permanece até a morte da
planta, em média de 10 a 15 anos de ciclo (Debnath et al., 2010; Botura, 2011).

A reproducao ocorre por duas vias: sexual e assexuada. Pela via sexual,
a producdo de sementes viaveis € rara, sendo considerada como um clone

estéril, devido as perturbacdes ocorridas na meiose (Brown, 2002). Segundo
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Ewusie e Ghatak, (1971), a reduzida viabilidade das sementes € devido ao
pareamento meidtico irregular, que pode estar associada a condicdo
pentaploide, como confirmado por Queiroz et al. (2012) e Ramos (2014) que
verificaram nimero cromossémico 2n = 5x = 136 - 150 e caridtipo pentaploide
2n = 5n = 47 cromossomos. A via assexuada ocorre por propagacao vegetativa,
mediante a emissao de bulbilhos e formacao de estoldes oriundos de rizoma.

A exploracao da cultura é principalmente baseada na extracao de fibras
da folha de sisal, que equivalem de 4% e 5% da massa fresca, e o restante é
considerado residuo, sendo composto de agua, tecido parenquimatoso, fibras
curtas, polissacarideos, compostos inorganicos e metabdlitos secundarios
(Sharma e Varshney, 2012; Zhang et al., 2014).

A cultura de sisal tem sido fortemente impactada pela doenca conhecida
como podridao vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae (Duarte et
al., 2018), que tem contribuido para a diminui¢do continua dos plantios de sisal.
Uma vez infectado por Aspergillus welwitschiae, o pseudocaule da planta de sisal
comeca a apodrecer (Figura 2). Os tecidos internos da planta adquirem uma
coloracdo parda a marrom com uma borda avermelhada, ou totalmente
avermelhado. Com o progresso da doenca, o pseudocaule apodrece e as folhas
se tornam amareladas e murchas e, com o total apodrecimento do caule, a planta

morre e tomba (Duarte et al., 2018).
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Figura 2. Plantas de Agave sisalana infectadas por Aspergillus welwitschiae,
apresentando o sintoma da doencga: A- Planta adulta sintomatica com folhas
clordticas (amarelecimento das folhas) (seta vermelha) ao lado de plantas
adultas saudéaveis. B- Planta adulta morta devido a infecgédo fangica (seta
vermelha). C- Corte detalhando da base das folhas com lesGes necréticas e
cor avermelhada dos tecidos; D- Visdo externa do pseudocalue infectado
apodrecido e tombamento. E- Visdo interna do pseudocaule infectado, com

coloracdo avermelhada tipica da infecgéo fangica. Fonte: Soares, A.C.F.

Agave hibrido 11648

A Agave hibrido 11648 € uma planta resultante do retrocruzamento de (A.
amaniensis x A. angustifolia) x A. amaniensis (Dahal et al., 2003; Deng et al.,
2019; Huang et al., 2019). A primeira se caracteriza por apresentar folhas
grandes e de boa conformacao e, a segunda, por produzir elevado nimero de
folhas (Salgado et al., 1979). O hibrido 11648 € amplamente plantado em muitos
paises; é diploide e tem folhas lanceoladas verde-azuladas. O comprimento
potencial das folhas atinge 120-150 cm e a largura potencial varia entre 11 a 15
cm. A planta possui um espinho marrom escuro na ponta de cada folha e
auséncia de espinhos nas margens das folhas (Figura 3), as quais sao envoltas
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em fina camada de cera. Durante seu ciclo de vida, de 8 a 13 anos, a planta
produz 560-650 folhas e 4,73 - 5,96 toneladas de fibra seca por hectare/ano,
dependendo das condi¢cdes ambientais, manejo da lavoura e idade da planta.
(Jamil et al., 2019).

O hibrido 11648 requer solos e ricos em calcio, clima seco, com
precipitacbes médias de 800 a 1.200 mm por ano (FUDECO, 2008). A emissao
de rebentos ou filhotes, € maior no hibrido quando comparado com o A. sisalana.
Entretanto, a emissdo de pendao floral € menor no hibrido 11648 (Silva et al.,
2008).

Possui producéo de folhas e fibras equivalente a duas ou trés vezes a do
sisal comum (Salgado et al., 1979), sendo superior também na produtividade de
fibras por hectare e no maior potencial de produgc&o. No entanto, nos quesitos
resisténcia e qualidade da fibra, ele é significativamente inferior (Silva et al.,
1999).

Figura 3. Plantacdo de hibrido 11648, localizada em Concei¢do do Coité, na regido

sisaleira da Bahia, Brasil. Fonte: Soares, A.C.F.

A literatura descreve que o hibrido 11648 é acometido pelo fungo
Phytophthora nicotianae (Wienk, 1968; Gao et al., 2014; Setyo-Budi et al., 2017),
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causador da doenca da zebra e que resulta em perdas substanciais de mudas e
consideravel reducdo de rendimento em todo o mundo (Gao et al., 2014).
Entretanto, no Brasil ndo ha descricdo dessa doenca. As areas de plantacédo do
sisal no pais sao afetadas pela podridao vermelha em A. sisalana, causadas pelo
fungo Aspergillus welwitschiae (Duarte et al., 2018). Embora, o hibrido 11648
seja mais resistente a podriddo vermelha (Moreira e Vieira, 1999), pode ser
infectada pelo fungo, como ilustrado na Figura 4. Porém, um dos grandes
desafios para as plantacdes de hibrido 11648 ¢ a disponibilidade de mudas, pois
a reproducdo sexuada por sementes e assexuada por bulbilhos é rara e baixa

propagacdo assexuada por rebentos.



23

Figura 4. Plantas de Agave hibrido 11648 infectada por Aspergillus welwitschiae,
apresentando o sintoma da doenca: A- Planta adulta sintomatica com
folhas clordticas e murcha (seta vermelha) ao lado de plantas adultas
saudaveis. B- Planta adulta morta (tombada), com pseudocaule de
coloragcdo avermelhada tipica da infecgcdo fungica e apodrecido (seta
vermelha). Fonte: Soares, A.C.F.

Importancia econémica



24

O sisal é considerado a principal fonte de extracdo de fibras duras
vegetais do mundo. No cenario mundial, dados mais recentes destacam o Brasil
como principal produtor mundial de fibras de sisal, alcancando em 2018
producdo de 80.000 toneladas (FAO, 2020). O estado da Bahia detém a maior
producao de fibras de sisal cerca de 95,2% da producéo brasileira (IBGE, 2020;
SINDIFIBRAS, 2020), gerando renda para os agricultores familiares, e por isso
assume dentro do contexto social, importante papel como agente de fixagdo do
homem na regiao.

Possui perspectivas de uso e aplicabilidade em vérias areas, como
artesanal, farmacéutica, automobilistica, construcéao civil, inddstrias quimica e
cosmeética e biocombustiveis. O uso da fibra destaca-se na producao de cordas,
fios, tapetes, vassoura e papel (Botura et al., 2013). Na indUstria da construgao
civil, entre as fibras vegetais que estdo sendo usadas, as fibras de sisal tém um
lugar proeminente por varias razdes, como baixo custo, boa qualidade térmica e
acustica, propriedades de isolamento, excelente resisténcia a tracdo, alta
tenacidade e resisténcia a abrasdo. Essas caracteristicas possibilitam as fibras
de sisal serem usadas em reforco de compdsitos cimenticios, atualmente
considerados um dos mais promissores materiais em tecnologias de engenharia
sustentavel e como reforco em compaositos com matriz polimérica, pois reduzem
a propagacéo de fissuras, controlando sua abertura, podendo atrasar ruptura de
elementos de concreto (Izquierdo et al., 2017).

O residuo proveniente da extracdo de fibras do sisal ainda esta
largamente inexplorado, apesar de estudos indicarem para uso na industria
guimica e farmacéutica. Os subprodutos derivados da extracdo das fibras podem
ser utilizados na alimentacao animal de bovinos e caprinos e na industria quimica
no fornecimento de gorduras, cera, glicosideo, alcool, acidos e adubos (Godim
e Souza, 2009). Substancias como a pectina, podem ser aplicadas na industria
alimenticia, proporcionando aumento da viscosidade e desempenhando um
papel de estabilizador em alimentos e bebidas. Outros compostos naturais com
diversas atividades bioldgicas também foram quantificados, como o &cido
succinico, flavonoides, saponinas e esteroides (Botura et al., 2013; Santos et al.,
2015). A literatura relata varios efeitos bioldgicos, incluindo propriedades
antimicrobianas (Jener et al., 2009), anti-inflamatorias (Dunder et al., 2010), anti-
helminticas (Domingues et al., 2010) e nematicida (Jesus et al., 2014).
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Além dos compostos supracitados, estudos mostram a presenca de
carboidratos (Maran e Priya, 2015; Zhange et al., 2014), compostos fendlicos
(Chen et al.,, 2009), antioxidante e surfactante (Stojiljikovi® et al., 2016),
polissacarideos neutros (SP1 e SP2) (Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2014),
monossacarideos como: acido galacturdénico, ramnose, arabinose e galactose,
além da presenca do D-manitol (Branco et al., 2010), os quais apresentam um
perfil promissor como fonte de ativos para veiculagdo em formulagdes
cosméticas para cuidados da pele por possuir atividades como hidratante
(Barreto, 2017).

Cultura de tecidos vegetais

A biotecnologia pode ser definida como a utilizagédo de células e moléculas
biolégicas para a solucdo de problemas, producdo de produtos e processos
Uteis, com potencial industrial em diversas areas do conhecimento (Kreuzer e
Massey, 2002). A biotecnologia vegetal tem auxiliado no desenvolvimento da
tecnologia de melhoramento de plantas e explora, em grande parte, o DNA para
selecionar algumas caracteristicas (genes) de interesse, que podem contribuir
para o aumento da producéo e produtividade de plantas com melhor qualidade
fotossanitaria (Oliveira, 2012).

O sucesso da biotecnologia vegetal depende da importancia fundamental
de técnicas de cultura de tecidos vegetais. Entender a biologia basica de plantas
€ um pré-requisito para a utilizacdo adequada do sistema vegetal ou partes do
mesmo.

A cultura de tecidos é o cultivo asséptica in vitro de células, tecidos,
orgados ou planta inteira sob condi¢cdes nutricionais e ambientais controladas,
muitas vezes para produzir os clones de plantas (Hussain et al., 2012). O
desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos tem como base a totipoténcia,
em que cada célula somatica vegetal possui toda a informacdo genética
necessaria para produzir uma planta perfeita (FEHER, 2019).

Entre as aplicacdes da cultura de tecidos vegetais, a técnica de micropropagacao
€ a multiplicacéo rapida de uma planta selecionada usando técnicas de cultura
in vitro (SINGH, 2015).
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A propagacéo se da por métodos de reproducao vegetativa ou assexuada.
Nesse caso, as novas plantas e a planta-mae sédo geneticamente idénticas entre
si, uma vez que, a propagacao clonal refere-se a multiplicacdo de cépias de
plantas geneticamente idénticas (Bhatia e Sharma, 2015).

A micropropagacdo comeca com a selecao de tecidos vegetais (explante)
de uma planta saudavel, planta-mée vigorosa. Qualquer parte da planta
(segmentos de folha, meristema apical, raiz) pode ser usado como explante
(Hussain et al., 2012), segmentos hipocétilos, epicotilos, cotilédones, flores,
folhas, gréos de pdlen, embrides, 6vulos, nés e gemas axilares ou apicais (Cid,
2010). Para espécies do género em estudo, a literatura relata que a principal
fonte de explante é o pseudocaule, em segmentos na forma de cubos, discos e
camadas finas de células (Thin Cell Layer; TCL) (Robert et al., 2005; Rios, 2007;
Monja-Mio e Robert, 2013; Carneiro et al., 2014).

A técnica TCL é composta de explantes de tamanho pequeno que séo
seccionados longitudinalmente (ITCL) com 0,5 a 1 mm de largura e 5-10 mm de
comprimento ou transversalmente (tTCL) (0,1-5 mm) de 5 diferentes 6rgéos
vegetais (caules, cotilédones, embrides, folhas ou florais) (Chugh, 2009). Os
micros TCLs, tem alguns micrémetros de espessura (usando um micrétomo),
gue pode facilmente se tornar necrotico e ser contaminado (Lee-Stadlemann et
al., 1989). O traco comum entre ITCL e tTCL é sua fina espessura, um explante
com um numero tao pequeno de células quanto possivel. As condi¢des ideais do
meio de cultura adequado para a sobrevivéncia de TCLs sdo dependentes da
espécie, e exigem o teste de todas as condi¢cdes do sistema de cultura in vitro
(incluindo reguladores vegetais, nutrientes, luz, osmolaridade e temperatura,
entre outros (Tran Thanh Van, 1980; Tran Thanh Van, 2003).

Em espécies do género Agave, a resposta do explante a estimulos
externos pode ser influenciada pela inciséo realizada no pseudocaule, podendo
nao induzir novos brotos, a qual depende da localizacdo da regido meristematica
(Robert et al., 2005). O tecido meristematico indiferenciado se encontra abaixo
das folhas primordiais. Entretanto, se a regido do meristema € muito pequena ou
0 explante é cortado deixando o meristema de lado, apenas alguns explantes
geram novos brotos, permitindo inferir que a ndo ocorréncia do processo
morfogénico em explantes de Agave, ndo esta associada a dorméncia, mas sim,

pela falta de tecido meristemético viavel em alguns dos explantes.
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O meio de cultura para inoculacdo do explante, depende da espécie objeto
de estudo e da finalidade da cultura. Conforme Garcia-Gonzales et al. (2010), os
meios de cultura comumente utilizados sdo WPM (LIoyd e McCown, 1981), B5
(Gamborg et al., 1968) e MS (Murashige e Skoog, 1962), em que geralmente a
sua composicao é estabelecida empiricamente a partir de um caso base. Muitos
estudos de cultivo de células vegetais sdo baseados no meio de cultura MS,
universalmente usado, principalmente para espécies do genéro Agave (Nikam et
al., 2003; Rios, 2007; Portillo et al., 2012; Monja-mio e Robert, 2013; Carneiro et
al., 2014).

O meio de cultura em sua composi¢cao basica contém sais inorganicos
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, reguladores vegetais e uma fonte
de energia, usualmente a sacarose, embora outros acgucares e hidratos de
carbono complexos sdo as vezes empregados (Read e Preece, 2014). A
sacarose é a melhor fonte de carbono, pois ela tem uma natureza labil de calor
e pode ser decomposta em grande parte em D-glicose e D-frutose apos
autoclavados, apenas parte da sacarose € deixada, que € mais propicio a
absorcao e utilizacdo. Além de proporcionar esqueletos de carbono e energia
necessaria ao desenvolvimento da planta, em certa medida, a fonte de carbono
pode regular a pressdo osmatica no meio de cultura (Wang et al., 2017).

Os reguladores vegetais, a concentracdo e o balango destes sdo fatores
determinantes na diferenciac&o celular e no padrao de desenvolvimento in vitro
(Gueye et al., 2009). As auxinas, citocininas e as giberelinas sao os reguladores
de crescimento de plantas mais comumente usados (Hussain et al., 2012; Read
e Preece, 2014). O tipo e o concentracdo de horménios usados depende
principalmente da espécie da planta, do tecido ou érgao cultivado e o objetivo do
experimento (Hussain et al., 2012).

As citocininas estdo associadas a divisao celular, quebra de dorméncia
apical, inducao, proliferacdo de gemas axilares e diferenciacdo de gemas
adventicias, e dentre estas pode-se citar: 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina
(KIN), thidiazuron (TDZ), zeatina (ZEA), meta-topolina (mT) e isopenteniladenina
(2iP). Por outro lado, as auxinas possuem acao na inducao, alongamento celular,
na diferenciacdo de raizes, inducdo de calos e embriogénese somatica, tais
como: acido naftalenoacético (ANA), acido indolil-3-acético (AIA), &acido
indolbutirico (AIB) e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
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Organogénese direta e indireta

As técnicas de cultura de tecidos repousam em dois processos
fundamentais de morfogénese: organogénese e embriogénese somatica. A
organogénese in vitro consiste em muitos aspectos, desde a percepcdo de
reguladores vegetais, desdiferenciacdo de células diferenciadas para adquirir
competéncia organogénica, reentrada de células quiescentes no ciclo celular e
a organizacao da divisdo celular para formar primérdios e meristemas de 0rgéos
especificos (Sugiyama, 1999). A organogénese pode ser direta, se a parte
organogénica é obtida diretamente dos explantes, ou indireta, se 0 processo
organogénico ocorre a partir de calos previamente formados nos explantes
iniciais (Vijaya e Giri, 2003; Garcia-Gonzales et al., 2010).

Em geral, trés fases séo reconheciveis, para um especifico balanco de
reguladores vegetais no controle da organogénese. Na primeira fase, as células
do explante adquirem “competéncia” definida como a capacidade ou ndo para
responder aos sinais dos reguladores de crescimento vegetal, a
desdiferenciacdo. Na fase de inducao, as células competentes sdo canalizadas
e determinadas para a formacdo de O6rgdos especificos e o balanco de
reguladores vegetais citocinina e auxina exerce sua a¢ao na indugéo de broto e
raiz. Na ultima fase, a diferenciacéo, os sinais ndo sdo mais necessarios, pois
as células encontram-se determinadas para formacdo de brotos ou raizes
(Sugiyama, 1999; Davey, 2017).

A organogénese e a regeneracao de plantas podem ser restritas a tipos
ou tecidos celulares especificos, como mostrado em Arabidopsis, células guarda
estomética, células basais de tricomas e células de periciclo de raizes o que
pode refletir o estado particular de competéncia destas células (Geier e
Sangwan, 1996; Naik e Chand, 2011). O processo organogenético como
supracitado é influenciado pelo tipo de explante utilizado, bem como por fatores
ambientais e quimicos (por exemplo, os reguladores vegetais) (Kakani et al.,
2008). O achado classico de Skoog e Miller (1957), mostrando a importancia
entre a relacdo de auxina e citocinina (CK), ainda € o principio norteador da
organogénese in vitro. Uma alta razdo de citocinina para auxina induz a

organogénese da parte aérea, enquanto a proporcdo baixa oposta resulta no
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desenvolvimento da raiz, e uma relacéo intermediaria de auxina/citocinina pode

resultar na formacé&o de calos (Davey, 2017).

Subcultivo in vitro

Subcultivo é a divisdo asseéptica de uma cultura ou parte dessa ja
estabelecida in vitro e sua transferéncia para um novo meio de cultura (Leva e
Rinaldi, 2012). O periodo desde o inicio de uma cultura ou subcultivo até o
momento de sua transferéncia € as vezes chamada de passagem. A primeira
passagem é aquela em que o explante ou inéculo original € introduzido (George,
2008). A realizacdo de subcultivos tem como objetivo a obtencdo de taxas
rapidas de propagacdo de plantas influenciando a competéncia para o
desenvolvimento da organogénese, desencadeando alteragcées no crescimento
e desenvolvimento de brota¢cdes (Tiwari et al., 2002; George, 2008; Moura et al.,
2012). Uma outra razao para o subcultivo é o acumulo de metabdlitos toxicos, a
exaustdo do meio e desidratagdo do meio de cultura, promovido pelo
crescimento vegetal em recipiente fechado. Assim, mesmo para manter a cultura
deve ser transferida para meio de cultura novo (George, 2008).

O periodo de incubacdo comumente utilizado entre os subcultivos para a
maioria das espécies € de quatro semanas. Entretanto, multiplicacées de cinco
a dez vezes podem ser atingidas num ciclo de quatro a oito semanas (Mantell et
al., 1994). Segundo George (2008), o intervalo entre os subcultivos depende da
temperatura na qual a cultura cresceu: a 25 °C, o subcultivo € normalmente
necessaria a cada quatro a seis semanas. O tempo entre os subcultivos e
inducdo de brotos difere entre as espécies, podendo variar de trés semanas a
cada subcultivo como observado para Bambusa vulgaris var. vulgaris Schard
(Garcia-Ramirez et., 2010) e Tecomella undulata (Varshney e Anis, 2011), cinco
semanas em Agave ssp. (De-La-Pefia et al., 2012), duas a trés semanas com
regulador vegetal e quatro a cinco semanas em meio sem regulador vegetal para
Agave tequilana Weber var. ‘Azul’ (Diaz-Martinez et al., 2012), trés semanas em
genotipos de morangueiro (Fonseca et al., 2013) e em Agave angustifolia Haw
(Duarte-Aké et al., 2016).

Embora o subcultivo possa frequentemente ser continuado por muitos

meses, sem que efeitos adversos se tornem aparentes, as culturas da maioria
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das células desorganizadas e de algumas estruturas organizadas podem
acumular células que sao geneticamente modificadas. Isso pode fazer com que
as caracteristicas da cultura sejam alteradas e pode significar que algumas das
plantas regeneradas da cultura ndo serdo as mesmas da planta-méae (George,
2008).

Para os gendtipos em estudo, A. sisalana e o hibrido n°® 11648 néo ha
relatos na literatura sobre a influéncia dos subcultivos na taxa de multiplicacéo.
Entretanto, em espécies do género Agave foi observada baixa similaridade,
variacdes fenotipicas e metilacdo do DNA, apos ciclos de multiplicagéo (Torres-
Moran et al., 2010; De-La-Pefia et al., 2012; Diaz-Martinez et al., 2012; Duarte-
Aké et al., 2016).

Conservagéo in vitro de germoplasma

Germoplasma € o recurso genético ou banco de genes, de uso imediato
ou com potencial de ser usado no futuro, onde séo conservados 0s acessos de
uma espécie (Carvalho et al., 2008; Chan, 2009). Em um sentido geral,
germoplasma pode representar uma espécie, populacdo, hibrido ou
cultivar. Conservacdo de germoplasma pode assumir muitas formas, mas
geralmente é classificado como ‘in situ’ em areas naturais, gerenciadas e
fazendas, ou ‘ex situ’em centros de pesquisa ou instituicdes publicas e
privadas, sob a forma de bancos de sementes, nho campo ou explantes in
vitro. Deve ser coletado, armazenado e gerenciado de forma que mantenha sua
a viabilidade, a quantidade e a diversidade para seu uso pretendido (Offord,
2017).

Existem recursos genéticos para os quais o armazenamento de sementes
nao € apropriado ou mesmo possivel. Aquelas culturas que sdo normalmente
propagadas vegetativamente, ndo produzem sementes viaveis, ou que
produzem sementes de vida muito curta (recalcitrantes), devem ser conservadas
por outros meios. Por essa razao, muito interesse tem sido focado na aplicacao
de cultura de tecidos ou técnicas in vitro, pois a utilizacdo da técnica permite
armazenar plantas in vitro por curtos periodos de tempo ou mais, se o subcultivo

é realizado ap0os certos intervalos (Offord, 2017).
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A conservacdo in vitro pode ser dividida em dois sistemas basicos:
criopreservacao e crescimento lento. A criopreservacao é basicamente definida
como o armazenamento de material biolégico em temperatura ultrabaixa (-196
°C) em nitrogénio liguido, mantendo a viabilidade celular e a capacidade de
regeneracdo e crescimento, apos os tecidos serem recuperados por meio de
protocolos para a manipulacdo posterior (Kaczmarczyk et al.,, 2013). O
crescimento lento consiste em reduzir o metabolismo vegetal por alteragdes no
ambiente de cultivo, com o decréscimo na intensidade da luz, fotoperiodo, trocas
gasosas e temperatura de incubacao da cultura, por modificagdes no meio de
cultura, adicdo de reguladores vegetais, agentes osmoticos e reducdo dos
componentes salinos e organicos (Arrigoni- Blank et al., 2014).

O sistema de crescimento lento tem a vantagem de prolongar o tempo
entre subcultivos, para facilitar e tornar menos dispendiosa a manutengao de
culturas viaveis por longos periodos de tempo, 0 que pode gerar reducao nos
custos com a méo de obra (o tempo de trabalho), os meios de cultura e os riscos
de contaminacdo relacionados com a manipulacdo da cultura. Além disso, o
armazenamento a médio prazo permite prolongar os intervalos entre subcultivos
sem afetar a viabilidade (Ashmore, 1997; Pérez-Molphe-Balch et al., 2012). O
crescimento lento permite que o material vegetal possa ser mantido com sucesso
no mesmo meio de cultura por um a cinco anos, dependendo da espécie e do
meétodo usado (Sarasan et al., 2006; Reed et al., 2011; Pérez-Molphe-Balch et
al., 2012; Pacheco et al., 2016). A restricdo de crescimento pode ser promovida
por meio de agentes indutores de estresse osmoético como, sacarose, manitol e
sorbitol, ou usando inibidores de crescimento vegetal no meio de cultura como o
paclobutrazol e ancimidol, com o objetivo de manter tecidos viaveis em

condicdes de crescimento lento.

Agentes osmoéticos

A sacarose, que é conhecida por ser um fator chave na estabilizacao de
membranas, € o carboidrato mais frequentemente relatado no contexto de
resposta ao estresse. O manitol e sorbitol que sdo denominados como polidis e
podem imitar os envelopes de agua em torno de macromoléculas e servem como

sequestradores de radicais livres (Steinitz, 1999; Lipavska e Konradova, 2003).
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Sao formas reduzidas de acUcares que provavelmente estdo presentes em todas
as espécies de plantas (Loescher et al., 1995; Leite et al., 2008). Os poliois mais
comuns sao derivados de agucares hexose, nos quais o grupo aldose ou cetose
€ reduzido em um grupo hidroxila. Manitol e sorbitol (ou glucitol) sdo os poliois
equivalentes das hexoses glicose e frutose, respectivamente, e sdo 0s hexitois
mais frequentes nas angiospermas (Noiraud et al., 2001; Leite et al., 2008).

O manitol é um poliol isébmero de sorbitol, sua forma quimicamente
reduzida da manose encontra-se em mais de 70 diferentes familias de plantas,
bem como bactérias e fungos (Williamson et al., 2002). Este acUcar € sintetizado
em folhas maduras via manose-6-P pela enzima NADPH-manose-6-P-redutase
(M6PR) localizada no citosol, o qual esta sob regulacdo do desenvolvimento e
responde a influéncia da exposicéo a luz (Everard et al., 1993). O manitol é o
poliol mais abundante na natureza, participando da translocacdo e
armazenamento de metabdlitos e proporcionando as plantas resisténcia contra
a salinidade e estresse osmotico (Yamamoto et al., 1997; Leite et al., 2008), e
também contra invasfes por patdgenos (Stoop et al., 1996; Leite et al., 2008).

O sorbitol, com nome sistemético d-glucitol, € um alcool de acucar
também de 6 carbonos, o qual € sintetizado nas plantas através da redutase
aldose-6-fosfato de NADPH-dependente, que converte glicose-6-fosfato a
sorbitol-6-fosfato (Negm e Loescher, 1981), clivado por fosfatases endégenas
ndo especificas para produzir o sorbitol. Os precursores necessarios s&o
citossolicos, e parece que o acumulo de sorbitol a niveis substanciais neste
compartimento torna-se toxico, causando necrose tecidual, nanismo e defeitos
de desenvolvimento (Sheveleva et al., 1998; Deguchi et al., 2004; Patrick et al.,
2012).

Os carboidratos e os aguUcares alcoois ndo possuem grupos funcionais
aldeido e cetona, tornando-os adequados para uma gama de funcdes celulares,
moléculas de transporte e de armazenamento (Merchant e Richter, 2011).
Devido a sua natureza como solutos compativeis, eles estdo envolvidos no
ajuste osmoético das células e, portanto, desempenham papel importante sob
estresse osmoético (Brown e Simpson, 1972; Vitova et al., 2002). Segundo,
Noiraud et al. (2001) e Dumschott et al. (2017), os poliois, com baixo peso
molecular, alta solubilidade e ndo-redutibilidade, sdo substratos adequados para

enzimas de translocacao e seu acumulo resulta em melhor tolerancia ao estresse
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abidtico, como verificado para as espécies Saccharum sp. (Marino et al., 2003);
Lycopersicon esculentum cv. UC82B (Cortina e Culiafiez-Macia, 2005); Malus
domestica e Asarina scandens (Reidel et al., 2009), na espécie em estudo Agave
sisalana (Branco et al., 2010; Santos et al., 2015), Oropetium thomaeum (Zhang
et al., 2018); géneros: Abies, Larix, Picea, Pinus e Juniperus (Sarvin et al., 2018).

Na cultura de tecidos vegetais, a sacarose, sorbitol e manitol sdo usados
em técnicas de conservacao in vitro, como promotores de crescimento lento, a
exemplo: Smallanthus sonchifolius (Skalova et al., 2012), Hancornia speciosa
Gomes (Santos et al., 2011); Saccharum spp. (Bello-Bello et al., 2014),
Syngonanthus mucugensis (Brito et al., 2011) e Agave ssp. (Balch et al., 2012).
Atuam pela inducéo de estresse osmotico, com a adicdo dos osmorreguladores
no meio de cultura, que modificam o potencial da agua no meio de cultura, e
captam o excesso da agua intracelular, por gradiente osmético, fazendo com que

0 crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (Arrigoni-Blank et al., 2014).

Inibidor de crescimento vegetal

Paclobutrazol (PBZ) (2RS, 3RS) -1- (4-chlorofenil) -4, 4-dimetil-2- (1H
1,2,4-triazol-1-il) pentan-3-ol, € um inibidor de crescimento de plantas do grupo
dos triazol, classificado como inibidor de amplo espectro de biossintese de
giberelina (GA) (Davis e Curry, 1991). A acdo primaria do PBZ € inibir a atividade
da ent-kaureno, enzima da via biossintética de GA, que catalisa a oxidacdo do
ent-kaureno em acido caurendgico (Kondhare et al., 2014).

Os triazois afetam a via isoprenoide e alteram os niveis de certos
horménios vegetais por inibir a biossintese de esterol e giberelina (Khan et al.,
2009), reduzindo a evolucédo do etileno e aumentando os niveis de citocinina
(Kamountsis e Chronopoulon-Sereli, 1999). As plantas tratadas com triazol tém
um sistema de eliminacdo de radicais livres mais eficiente que permite
desintoxicar o oxigénio ativo (Manivannan et al., 2007). Este composto pode
afetar marcadamente o crescimento das plantas e desenvolvimento, alterando a
taxa fotossintética e modificando os niveis de fito-horménios (Kim et al., 2012),
resultando em reducdo da altura da planta (Davis et al., 1988; Berova e Zlatev,
2000), aumento do teor de clorofila (Tekalign e Hammes, 2004) e maior acumulo
de carboidratos em brotos e raizes (Mehouachi et al., 1996; Todic et al., 2005).
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Devido a acfes inibitérias no crescimento das plantas o paclobutrazol, tem sido
usado em estudos de conservacéo in vitro, como agente de crescimento lento
em culturas Solanum tuberosum, ‘Grande Naine’ (Musa AAA) (Albany et al.,
2005), Anadenanthera colubrina (Nepomuceno et al., 2007), Syringa x
hyacinthiflora (Cui et al., 2009), Saccharum spp. (Bello-Bello et al., 2014).

A literatura cientifica indica a importancia de paclobutrazol no controle do
crescimento vegetativo (Tekalign e Hammes, 2005), pois melhora a capacidade
fotossintética, o balancgo hidrico das folhas (Berova e Zlatev, 2000; Jaleel et al.,
2007; Mobli e Baninasab, 2008; Zheng et al., 2012), aumenta a espessura foliar
e da epiderme (Sankar et al., 2013), aumenta o teor de clorofila e a taxa de
sobrevivéncia (Cui et al., 2009), o que reflete em uma melhor eficiéncia do

transplante de plantas micropropagadas para condi¢cdes de ambiente natural.
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PROPAGACAO CLONAL IN VITRO DE Agave sisalana Perr.!
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Propagacéo clonal in vitro de Agave sisalana Perr.

Autor: Priscila Tavares Fonseca

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

Resumo: A propagacéo in vitro de sisal é de grande valia para a multiplicacdo
da espécie em escala comercial, produzindo mudas de boa qualidade
fitossanitaria. Este estudo teve o objetivo de estabelecer um protocolo de
micropropagacgdo com vistas a produgdo de plantas em larga escala de A.
sisalana. Foram avaliados: 1- O estabelecimento e influéncia da posicao de TCL
(Thin Cell Layer) na multiplicacéo in vitro, empregando as concentracdes 0,0;
13,32; 26,64; 39,96; 53,28 uM de BAP; 3- O subcultivo, adicionando as
concentracbes 6,66; 13,32; 19,98; 26,64; 39,96; 53,28 uM de BAP; 4- O
enraizamento, utilizando explantes com 10 mm e 30 mm de altura, nas
concentracdes 0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 uM de AIB e; 5- Aclimatizacdo. O explante
a partir de rebento mostrou-se mais responsivo e a concentracao de 13,32 uM
de BAP (18,41 brotos por planta) foi eficiente para os dois explantes, assim como
0s TCLs AP (apical) e MI (mediano). Nos subcultivos a inducdo de brotacées em
sisal obteve média 10,10 brotos por explante, entretanto, induziu a formacao de
culturas nodulares e calos friaveis. O uso de explantes com altura superior a 30
mm de altura e 12 yM de AIB otimizaram o processo de rizogénese, promovendo

100% de sobrevivéncia das plantas apos transferidas para casa de vegetacao.

Palavras-chave: Sisal, Morfogénese, Subcultivo, Citocinina, Auxina.
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In vitro clonal propagation of Agave sisalana Perr.

Author: Priscila Tavares Fonseca

Adviser: Ana Cristina Fermino Soares

Abstract: The in vitro propagation of sisal is of great value for the large scale
multiplication of this species, with the production of plantlets with good
phytosanitary quality. This study aimed to evaluate the phytohormones 6-
benzylaminopurine (BAP) and indolbutyric acid (IBA) on in vitro morphogenesis
in explants from offshoots and bulbils of A. sisalana. Six experiments were carried
out: 1- Establishment and influence of the disk segment position (TCLs) for in
vitro multiplication, using BAP concentrations of 0.0; 13.32; 26.64; 39.96; 53.28
MM; 2- Subculture, with the concentrations 6.66; 13.32; 19.98; 26.64; 39.96;
53.28 uyM of BAP; 4- Rooting, using 10.0 mm and 30.0 mm high explants, in
concentrations 0.0; 3.0; 6.0; 9.0; 12.0 yM IBA e; 5- Acclimatization. Explant
offshoots proved to be more responsive, and the concentration of 12.32 uM of
BAP (18.41 shoots for plant) was efficient for both explants, as well as the TCLs
AP and MI. Activated carbon reduced the proliferation of shouts. In the
subcultures, the induction of shoots in sisal obtained an average of 10 shoots for
explant, but it induced the formation of nodular cultures and friable calluses. The
use of explants with hight greater than 30 mm and the 12 uM of IBA optimized
the rhizogenesis, promoting 100% plant survival after being transferred to the

greenhouse.

Keywords: Sisal, Morphogenesis, Subculture, Cytokinin, Auxin.
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INTRODUCAO

As espécies de Agave sdo amplamente cultivadas em areas tropicais para
a producdo de tequila e fibras duras vegetais (Deng, 2019). Agave sisalana é
originaria do México e largamente cultivada na regido semiarida do Nordeste do
Brasil, principalmente para extracéo de fibras duras vegetais.

E uma espécie pentaploide, com ciclo de crescimento vegetativo lento, e
a reproducdo geralmente ocorre por via assexuada, com surgimento de
bulbilhos, que séo brota¢des emitidas na inflorescéncia, que ocorre uma vez na
planta, apos 10 a 15 anos do plantio (Debnath et al., 2010; Botura, 2011) e de
rebentos que surgem a partir dos estolées oriundos do rizoma.

A cultura é suscetivel ao agente patogénico Aspergillus welwitschiae,
causador da doenca podriddo vermelha, que tem como consequéncia 0
apodrecimento do pseudocaule e morte da planta (Duarte et al., 2018). A
disseminacéo da doenca por mudas de sisal do tipo rebento, contaminadas pelo
A. welwitschiae, tem culminado na diminuicdo continua de plantacées de sisal
na regido semiarida da Bahia, refletindo no declinio de 55,79% na producao de
fibras de sisal, com producdo de 180.948 toneladas em 2016 (IBGE, 2021) e
80.000 toneladas em 2021 (FAO, 2021).

O atual cenario na regido sisaleira limita a propagagdo convencional da
espécie cultivada, afetando toda a cadeia produtiva de sisal. O uso de
ferramentas biotecnoldgicas, como a culturain vitro de células, tecidos ou
orgaos vegetais, é uma alternativa complementar aos métodos convencionais
para a producdo de mudas sadias. A partir da tecnologia de micropropagacéo é
possivel suprir & demanda de plantas de qualidade fitossanitaria para
estabelecer plantacbes, aumentar a produtividade e reduzir os custos de
producao (Rios-Ramirez et al., 2018). A micropropagacao constitui-se em uma
alternativa para solucionar a baixa disponibilidade de mudas, devido ao longo
ciclo de desenvolvimento da planta e acometimento pela doenca podriddo
vermelha.

Para que o processo de propagacdo in vitro ocorra de maneira satisfatéria
€ fundamental o controle do balanco hormonal (Pasa et al., 2012), e segundo

Schuch e Erig (2005), o uso de reguladores vegetais, juntamente com as
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formulacdes basicas dos meios de cultura, € imprescindivel para que se obtenha
éxito na propagacao de culturas in vitro.

O sistema de cultura de tecidos fornece todos os nutrientes, energia e
agua necessarios para o crescimento da planta ou explante através do meio de
cultura. Além disso, as condi¢des de incubacédo controladas fornecem condi¢cdes
otimizadas de luz e temperatura para promover o crescimento (Phillips e Garda,
2019). O desenvolvimento da planta pode entdo ser manipulado pela adicéo de
reguladores de crescimento vegetal em estagios especificos de crescimento ou
maturacdo. Respostas de desenvolvimento adicionais sdo estimuladas através
da adicéo de reguladores de crescimento, como auxinas, citocininas, giberelinas,
etileno (ou, mais precisamente, antietileno) ou acido abscisico. Para a maioria
das aplicacdes, auxinas e citocininas s&o 0s mais importantes desses
reguladores de crescimento vegetais (Phillips e Garda, 2019).

As citocininas séo indispenséaveis durante a fase de multiplicacdo, pois
controlam a diviséo celular e estao ligadas a diferenciacéo das células, sobretudo
no processo de formagao de gemas caulinares. As auxinas estao associadas ao
enraizamento e alongamento celular, estando envolvidas também no controle da
divisdo celular (Kerbauy, 2008).

Entretanto, as técnicas de propagacdo in vitro dependem de uma
variedade de outros fatores, incluindo genétipo, fisiologia da planta,
sazonalidade, fonte de luz (intensidade) e fotoperiodo (George et al., 2008).
Esses fatores podem desencadear alteracbes no crescimento e
desenvolvimento de brotacBes, em decorréncia de variacfes preexistente dos
explantes (Nwauzoma e Jaja, 2013), altas concentracdes de regulador de
crescimento vegetal (Bairu et al., 2006), numero e frequéncia de subcultivos
(Eeuwens et al., 2002), ativacdo de elementos transponiveis (Bairu et al., 2011)
e hipo ou hipermetilacdo de DNA (Abdellatif et al., 2012).

As alteracOes incluem a incapacidade de alongamento, necrose, baixa
eficiéncia de enraizamento, alteracBes fisiologicas, hiperidricidade, baixa
regeneracgao, exsudacao fendlica excessiva (Sarmast, 2018), modificagdes no
conteudo de pigmentacédo foliar (Duarte-Aké et al., 2016) e o surgimento de
variacfes fenotipicas e epigenéticas. Em espécies de Agave ja foi reportada a
presenca de folhas mais longas em A. fourcroydes e A. angustifolia (De-La-Pefia

et al., 2012). Em A. tequilana Weber var. ‘Azul’ notou-se variegagcao ou perda de
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espinhos laterais nas folhas e diferencas na taxa de crescimento (Diaz-Martinez
et al.,, 2012) e em A. angustifolia Haw., ocorreu a perda da capacidade
fotossintética e variagdes no complexo estomatico (Duarte-Aké et al., 2016).

No entanto, pouco se sabe sobre a micropropagacao de A. sisalana. Os
estudos sobre esta espécie geralmente se concentram nha regeneracao
indireta via embriogénese somatica (Carneiro et al., 2014). E em relacdo a
regeneracdo direta, os estudos mostram baixa eficiéncia de regeneracao
utilizando segmentos de rizoma (Das, 1992; Nikam, 1997) e base de
pseudocaule (Rios, 2007), se restringindo somente a fase de multiplicagao.
Portanto, sdo necessarios estudos sobre 0 comportamento da espécie em todas
as fases de propagacao, para a compreensao dos fatores, condi¢cdes de cultivo
e reguladores vegetais no processo de morfogénese de A. sisalana.

O objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de
micropropagacado com vista a producdo de plantas em larga escala de A.

sisalana.

MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta de rebentos e bulbilhos da espécie Agave sisalana foi realizada
na regido sisaleira do semiarido baiano, localizada nos municipios de Valente
(Latitude: 11° 24" 41" Sul, Longitude: 39° 27' 48" Oeste) e Conceicdo do Coité
(Latitude: 11° 33" 41" Sul, Longitude: 39° 17" 10" Oeste)

2.2 Multiplicagao in vitro de Agave sisalana

2.1 Estabelecimento in vitro de segmentos de pseudocaule de A. sisalana

utilizando a técnica TCL em meio de cultura com BAP

Rebentos e bulbilhos foram desfolhados, deixando as folhas mais jovens
e centrais da roseta, proximas do meristema apical, e reduzidos a segmentos de
pseudocaule com cerca de 6,0 cm de altura. Em seguida foi realizada a

desinfestacdo em camara de fluxo laminar, com imersdo em alcool 70% (2
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minutos) e solucdo de hipoclorito de sédio - NaOCI [agua sanitaria comercial
(Qboa ®) - 2,5% de cloro ativo)] com 2 gotas de detergente neutro (Ypé ®) por
20 minutos e submetidos a quatro lavagens em agua destilada esterilizada.

Apoés a desinfestacdo procedeu-se a incisdo das folhas e reducédo do
pseudocaule utilizando a técnica TCL (Thin Cell Layer), seccionando
transversalmente em segmentos finos (tTCLs) abaixo da regido do meristema
apical, dispostos nas posicdes em tTCLs apical (AP), mediano (Ml1 e MI2) e basal
(BA), com aproximadamente 0,5 mm de espessura x 0,5 cm de diametro. Os
explantes foram inoculados em frasco borel de plastico (252 mm x 329 mm)
contendo 40 mL de meio de cultura MSY% (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0;
13,32; 26,64; 39,96; 53,28 yM), acrescido de 87,0 mM de sacarose e solidificado
com 0,7% de agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 4 x 5 (tipo de explante x posi¢cao de tTCLs x concentracdes de BAP)
totalizando 40 tratamentos, com seis repeti¢cdes, cada uma constituida por quatro
unidades experimentais. Aos 60 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes
variaveis: porcentagem de contaminacao (% C) e oxidacao (% OX), nUmero de
brotos total por planta (Tnb); nUmero de brotos nas posi¢cdes de tTCLs: regido
apical (AP), regido mediana (Ml1 e MI2) e regido basal (BA); comprimento da
parte area em cm (CPA); numero de folhas (NF); porcentagem de plantas

hiperidricas (% H), matéria fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA).

2.2 Multiplicagéo in vitro com subcultivos de Agave hibrido 11648

Explantes a partir de rebentos e bulbilhos, provenientes do experimento
de multiplicacdo, foram incisados reduzindo-se as folhas e o pseudocaule
segmentado longitudinalmente em duas metades (base Y2) com
aproximadamente 10,0 mm de altura. Em seguida, esses explantes, formados
pelo pseudocaule segmentado, foram inoculados em frasco borel contendo 40
mL de meio de cultura MSY%z acrescido de 6,66; 13,32; 19,98; 26,64; 39,96; 53,28
MM de BAP, suplementado com 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,7%
de agar. Foram realizados quatro ciclos de multiplicacdo, sendo um ciclo a cada
60 dias.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 4 x 6 (tipo de explante x subcultivo x concentracbes de BAP),
totalizando 48 tratamentos, com trés repeticdes, cada uma constituida por 4
unidades experimentais. A cada 60 dias foram avaliadas as seguintes variaveis:
namero de brotos (NB), niumero total de brotos nos subcultivos (Tnss), humero
total de brotos ao final de cada subcultivo (Tns), potencial propagativo, nimero
de folhas (NF), porcentagem de plantas hiperidricas (%H) e comprimento da
parte area em cm (CPA). O potencial propagativo foi calculado, usando a taxa

de crescimento (r) entre dois subcultivos subsequentes, dada pela expressao:

r= (/(Vf/Vi) _ 1) x 100

onde, Vf - nUmero de brotos no subcultivo subsequente; Vi - nimero de brotos

no subcultivo anterior; t - intervalo entre os subcultivos.
2.3 Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de plantas de Agave sisalana

Brotacdes a partir de rebentos e bulbilhos obtidos no quarto subcultivo,
com aproximadamente 10 mm e 30 mm de altura foram inoculados em tubos de
ensaio (25 mm x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MSY%,
suplementado com diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB) (0,0;
3,0; 6,0; 9,0; 12,0 uM), acrescido com 87,0 mM de sacarose e solidificado com
0,7% de agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 2 x 5 (tipo de explante x altura x concentragdes de AIB), totalizando
20 tratamentos, com oito repeticdes, cada uma constituida por uma unidade
experimental. Aos 45 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes variaveis:
namero de brotos (NB), comprimento da parte area em cm (CPA), nUmero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR) e matéria fresca e seca da parte area e da
raiz (MFPA, MSPA, MFR e MSR).

Apés 45 dias, as plantas enraizadas in vitro com 100 mm de altura foram
aclimatizadas, transferindo-se 20 plantas provenientes dos explantes de rebento

e de bulbilho para tubetes (63 mm x 190 mm), contendo substrato: solo (latossolo
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distréfico) + composto organico (latossolo amarelo, residuos de podas de
arvores, esterco caprino e bovino), na propor¢cao 1:1 e mantidos em casa de
vegetacdo com 70% de sombreamento. Apdés 90 dias de aclimatizadas foi

avaliada a porcentagem de sobrevivéncia das plantas.

2.4 Condicdes experimentais

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidroxido de sédio
(NaOH) ou é&cido cloridrico (HCI) a 0,1 N, antes da autoclavagem a temperatura
de 121° C e pressao de 1 atm por 20 minutos. As inoculacfes foram realizadas
em camara de fluxo laminar para a manutencdo de condicdo asseéptica,
utilizando-se frascos borel de plastico (252 mm x 329 mm) com tampas e
envoltos com filme plastico de policloreto de vinila (PVC).

As condicBes experimentais da sala de crescimento para cultivo in vitro
de A. sisalana foram na temperatura de 25 + 3 °C, com fotoperiodo de 16 horas,

luz branca fluorescente e radiagéo fotossintética ativa de 60 pmol m=2 s,

2.5 Anédlise estatistica

Os dados foram avaliados mediante a anélise de variancia, testando-se
as médias pelo teste de Tukey e analise de Regressdo, para os fatores
qualitativos e quantitativos, respectivamente. Para obtencdo de distribuicédo
normal, quando necessario, os dados foram transformados utilizando a analise
box-cox, a 5% de significancia. Para as variaveis em que os dados ndo seguiram
uma distribuicdo normal, optou-se apenas por descrever. O software RStudio
(RStudio Team 2020) foi usado para realizar as andlises estatisticas.

A Figura 1 ilustra o protocolo simplificado de multiplicacao in vitro de sisal.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicagéo in vitro de Agave sisalana

3.1.1 Estabelecimento in vitro de segmentos de pseudocaule de A. sisalana

utilizando a técnica TCL em meio de cultura com BAP

A andlise de variancia revelou efeito altamente significativo (p < 0,01) do
fator isolado concentragéo de BAP para T € significativo (p < 0,05) para variavel
% Ox. A interacdo tipo de explante x concentracdo de BAP foi altamente
significativa para CPA e significativo (p < 0,05) para as variaveis MFPA e MSPA.
A interagéo posigéo de tTCLs x concentragdo de BAP foi altamente significativa
para NB. Porém, para as variaveis % C, NF e %H os fatores analisados nao
foram significativos.

A propagacéo in vitro depende de varias etapas, incluindo a obtencao de
culturas livres de agentes patogénicos como bactérias e fungos. Para a cultura
de A. sisalana, na fase de estabelecimento, a varidvel contaminacdo néo foi
significativa, observando-se baixa taxa de contaminacéo 6,66% em segmentos
tTCLs independentemente do tipo de explante rebento ou bulbilho.

Os resultados foram promissores, demonstrando que o estabelecimento
de A. sisalana pode ser realizado sem a adicdo de compostos quimicos,
fungicidas ou antibidticos e, direto em meio de multiplicacao divergindo de outros
estudos com a espécie em estudo. Binh (1990) obteve 10 % de contaminacéo,
utilizando alcool etilico 70% e 0,05% de cloreto de mercurio; Das (1992) reduziu
a contaminacao aplicando 5% Teepol (British Drug House) com 0,1% de cloreto
de mercurio. Rios (2007) obteve reducdo da contaminacdo com o0 uso de
fungicida derosol® (0,4%) + cloranfenicol (1 mL L), em explante base de
pseudocaule. Porém, em sementes e rizomas de Agave tequilana Weber a
desinfestacao foi realizada usando alcool etilico 96% e hipoclorito de sédio a 3%
(v/v) (Portillo et al., 2007). Um dos fatores que influenciou na inducgdo de brotos
foi a oxidacdo, que aumentou em razdo das concentracbes de BAP,
independentemente do tipo de explante. Na concentracdo de 39,96 uM de BAP
houve maior porcentagem de oxidacéo (62,50%) em segmentos tTCLs, diferindo
somente do controle, que apresentou menor oxidagao (16,67%) (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de oxidagdo em segmentos tTCLs a partir de pseudocaule de
plantas de A. sisalana cultivados com diferentes concentragfes de BAP em
meio de cultura MSY%. *Médias seguidas pela mesma letra minascula ndo

diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os explantes oxidados tornaram-se escuros ou apresentaram coloracao
branca, sendo pouco responsivos ou sem nenhuma resposta para induzir novas
brotacbes. Loyola-Vargas e Vazquez-Flota (2006) para a espécie em estudo,
relataram que o0 manuseio severo de tecidos durante a inciséo e o efeito de altas
concentracbes de produtos quimicos na desinfestacdo em agaves produz o
escurecimento dos tecidos, devido a producdo e acumulacdo de compostos
fendlicos.

A emisséo de brotos em segmentos de tTCLs comegou a ser visualizada
a partir do décimo quinto dia de cultivo in vitro e os tecidos viaveis em geral
entumeceram e apresentaram coloracdo verde clara. O niumero de brotos por
planta em segmentos tTCLs obteve maior indugdo, na concentragéo de 53,28
UM de BAP, obtendo média de 23,58 brotos por planta, ndo diferindo da
concentracdo de 13,28 uM de BAP (18,41 brotos por planta) (Figura 4).

A maior inducéo de brotacdes em niveis distais de concentracdes de BAP
pode estar correlacionada a acao sinérgica entre as concentracdes exégenas de
citocininas e enddgenas dos reguladores vegetais citocinina/auxina nas células

competentes para morfogénese. A eficiéncia da citocinina BAP na proliferacéo
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de brotos na A. sisalana corrobora a hipétese das citocininas serem
imprescindiveis na fase de multiplicacdo, pois promovem a quebra da
dominancia apical e ainducéo da proliferacdo de gemas adventicias (Hu e Wang,
1983).

40 —

30 —

*K

Numero de brotos

20 — A T
10 — a
1L

4
L

I
0 13.32 26.64 39.96 53.28

Concentragdes de BAP (uM)

Figura 4. Namero total de brotos por planta em segmentos tTCLs a partir de pseudocaule
de plantas de A. sisalana cultivados em meio de cultura MSY com diferentes

concentracoes de BAP.

Os dados deste estudo com tTCLs sdo superiores aos descritos para a
espécie em estudo realizado por Das (1992), que obteve 12 brotos em explantes
de segmentos de rizoma, com 4,4 uM de BAP. Nikam (1997) obteve a inducéo
de 5 brotos em explante de rizoma, com 2,32 uM de cinetina. Em A. sisalana,
Rios (2007) usou explante base % de pseudocaule e obteve 10,78 brotos com a
concentracéo de 44,4 uM de BAP.

Em A. americana com explante base de pseudocaule, a resposta foi
similar aos resultados deste trabalho, na concentracdo de 13,32 uM de BAP,
obteve inducéo de 18,5 brotos (Chen et al., 2014). Rios-Ramirez et al. (2018)
obtiveram altas taxas de multiplicacdo (32,7 brotos) para segmentos de
pseudocaule de Agave angustifolia, utilizando 6,6 uM de BAP combinado com
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4,92 uM de AIB, em plantas anteriormente fertirrigadas em casa de vegetacao.
A comparacado com os resultados para A. sisalana e outras espécies do género
Agave demonstra a eficiéncia de tTCLs para a multiplicagéo in vitro.

Ao analisar as respostas da posicdo de segmentos tTCLs verificou-se que
houve variacédo entre as concentracdes de BAP, entretanto percebeu-se que 0s
tTCLs proximos ao meristema apical apresentaram melhor potencial para
inducdo de brotos, independente dos tipos de explante rebento ou bulbilho
(Tabela 3).

Em relacdo ao comportamento da posi¢cao dos segmentos de tTCLs em
funcdo das concentracdes de BAP, com 13,28 uM de BAP, os tTCLs AP e M1
demostraram maior potencial para inducdo de brotos (10,33; 9,33 por explante),
respectivamente. Na concentracdo de 26,64 uM de BAP, os tTCLs Ml1 induziram
0 maior numero de brotos (4,75 por explante), ndo diferindo estatisticamente de
tTCLs AP e tTCLs MIl2. Comportamento similar foi observado para concentracao
de 39,96 uM de BAP, apresentando maior numero de brotos nos tTCLs Mlz (5,25
por explante) e tTCLs AP (3,83 por explante). Para a concentracéo de 53,28 uM
de BAP, a maior inducéo de brotos (16,58 por explante) foi verificada nos tTCLs
Ml1 (Tabela 3). Os tTCLs BA apresentaram indugéo de brotagdes insatisfatoria

nas concentracfes avaliadas.

Tabela 3. NUumero de brotos em funcéo da posicédo de tTCLs de plantas de A.
sisalana: regiao apical (AP), regidao mediana (Ml1 e MI2) e regido basal

(BA), cultivadas em meio MS%2 com diferentes concentracdes de BAP.

NUmero de brotos

BAP (uM) AP M1 MI2 BA

0,0 1,17 aC 0,17 aD 0,0 aA 0,0 aA
13,32 10,33 aA 9,33 aB 0,33 bA 0,0 bA
26,64 4,17 aBC 4,75 abC 1,75 abA 0,25 bA
39,96 3,83abBC  525aBC 0,75 bA 0,0 bA
53,28 6,08 bB 16,58 aA 0,92 cA 0,0 cA
CV (%) 114,82

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas linhas e maitiscula nas colunas nado diferem entre si
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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A inducéo ou a inibicao dos processos morfogénicos in vitro dependem do
balanco e da interacdo entre as substancias de crescimento enddgenas e
exégenas (Monfort et al., 2012), e da capacidade das células em reagirem a
sinais especificos (George, 2008). Observou-se maior competéncia celular de
tTCLs AP e MIi, possivelmente por conterem maior quantidade de tecido
meristematico em relacéo a tTCLs BA. Essa variacdo na resposta morfogénica
em tTCLs de A. sisalana também foi reportada por Monja-Mio e Robert (2013),
na inducdo de embribes somaticos de Agave fourcroydes ao utilizar como
explante tTCLs e verificaram a melhor resposta em tTCLs AP e MI, assim como
na espécie em estudo.

A maior parte de tecido meristematico em espécies de Agave localiza-se
abaixo da base das folhas primordiais, induzindo a maioria dos brotos e, a
segunda camada com menor inducdo (Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006).
Monja-Mio e Robert, (2013) concluiram nos estudos de histologia de tTCLs em
Agave fourcroydes, que a resposta observada em tTCLs justifica-se por estes
serem formados por diferentes camadas histogénicas constituidas por células de
tecidos: epidérmico, parénquima, vascular e meristematico, mas em proporc¢oes
diferentes, dependendo da regido do pseudocaule. As camadas apicais contém
mais tecido meristematico do que as camadas basais, que sédo derivadas dos
meristemas primarios procambio e protoderme (Monja-Mio e Robert, 2013).

Entretanto, no presente estudo observou-se que a capacidade de
respostas de tTCLs AP e Ml1 em A. sisalana também é dependente da interacédo
com as concentracdes de BAP, sendo um fator determinante na inducéo,
formacéo e proliferacéo de brotos.

A caracterizacao das diferentes respostas morfogénicas em A. sisalana é
de extrema relevancia, pois permite otimizar o protocolo de micropropagacéao,
buscando um sistema eficiente de multiplicacdo, e aumentando as chances de
uniformizacdo das respostas para producdo de mudas. A Figura 5, mostra
explantes de A. sisalana a partir de bulbilhos e rebentos, ap0s o processo de

multiplicag&o in vitro.
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Figura 5. Multiplicag&o in vitro de Agave sisalana utilizando segmentos de pseudocaule
(tTCLs) em meio de cultura MSY%2, com diferentes concentracdes de BAP. As
setas indicando a posicdo de segmentos tTCLs: apical (AP) (seta azul),
mediana (Ml; e Ml,) (seta vermelha) e basal (BA) (seta preta e verde). Explante
a partir de bulbilho em meio de cultura com 13,28 uM de BAP (A) e 53,28 uM
de BAP (B); C — Explante a partir de rebento, em meio de cultura com 13,28
UM de BAP (C) e 53,28 uM de BAP com explante oxidado (OX) (seta laranja)

(D).

Em relacio ao numero de folhas, as médias nao diferiram
estatisticamente entre si, com 2,25 folhas por explante. As folhas visualmente
eram lanceoladas, apresentavam coloracao verde clara, sem anomalias, e ndo
ocorreu inducdo de plantas hiperidricas, em nenhum dos tratamentos. Os

resultados sdo semelhantes aos reportados por Rios (2007) em que ndo houve
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diferenca para niumero de folhas em plantas oriundas de bulbilhos de A. sisalana,
entre os tratamentos, e foi observada a emisséo de 2 a 3 folhas por explante.
Entretanto, em A. angustifolia a concentragéo até 17,76 uM de BAP proporcionou
aumento do numero de folhas (44,4 folhas por planta) (Rios-Ramirez et al.,
2017).

O maior comprimento da parte aérea foi verificado para o explante a partir
de bulbilho (24,75 mm), em comparagcao ao proveniente de rebento (0,33 mm),
no tratamento controle. Os tratamentos com as concentracdes de BAP nao

mostraram diferenca significativa (Tabela 4).

Tabela 4. Médias do comprimento da parte aérea em explantes a partir de
rebento e bulbilho de plantas de A. sisalana cultivados em meio de

cultura MSY%, com diferentes concentragdes de BAP.

Comprimento da parte aérea (mm)

BAP (M)
Explante 0,0 13,32 26,64 39,96 53,28
Rebento 0,33bB 14,50 aA 10,58 abA 17,33 aA 16,75 aA
Bulbilho 2475aA 12,16 aA 9,33aA 10,50 aA 12,83 aA
CV (%) 53,84

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula nas linhas e mailscula nas colunas ndo diferem entre si
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Entretanto, estes dados divergem ao estudo de Rios (2007) em A.
sisalana, o qual observou maior altura das brotagbes para o explante base em
meio de cultura contendo somente 1,34 uM de ANA (103,7 mm) e base'2 (63,8
mm) na concentracéo de 44,4 uM de BAP combinado com 5,37 uM de ANA. Em
A. americana Chen et al. (2014) reportaram que o aumento das concentracdes
de BAP (2,2 uM) reduziu o comprimento dos brotos.

As citocininas estimulam a maior producdo de partes aéreas das
brotacdes, até determinada concentracéo, a partir da qual, ocorre diminuicdo da
altura em virtude de possivel efeito fitotoxico da citocinina (Reis et al., 2008).
Pois as citocininas induzem a divisao celular e proliferacdo de brotos, mas
dependendo da sua concentracao, pode inibir o efeito da auxina que induz o
alongamento das células vegetais (Taiz e Zeiger, 2004). Porém, os explantes de

A. sisalana apresentaram comportamentos distintos, em funcdo das
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concentracdes de BAP, mas néao foi observado efeito fitotoxico para altura das
brotacdes.

Ao comparar os explantes, constatou-se que o0 acumulo de matéria fresca
foi superior para explantes provenientes de rebentos, em todos os tratamentos,
em relacdo aos explantes de bulbilhos (Tabela 5). Em contrapartida, o acamulo
de matéria seca obteve comportamentos distintos, com explantes provenientes
de rebentos apresentando valores superiores (0,084; 0,065 mg), somente nas
concentracbes de 13,32 e 26,64 puM de BAP, em relacdo aos explantes
provenientes de bulbilhos (0,035; 0,037 mg) (Tabela 5).

Tabela 5. Matéria fresca da parte area e seca de plantas em explantes a partir
de rebento e bulbilho de A. sisalana cultivados em meio de cultura

MS¥2, com diferentes concentragdes de BAP.

BAP (UM)

Explante 13,32 26,64 39,96 53,28

Matéria fresca da parte area (mg)
Rebento 0,947 bA 0,691 cA 1,270 aA 0,901 bcA
Bulbilho 0,269 bB 0,303 cB 0,495 aB 0,335 bcB
CV (%) 19,66

Matéria seca da parte area (mg)
Rebento 0,084 aA 0,065 bA 0,061 bA 0,067 abA
Bulbilho 0,035 bB 0,037 abB 0,052 abA 0,055 aA
CV (%) 19,66

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas linhas e maitscula nas colunas ndo diferem entre si
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em outras espécies de Agave foram reportadas respostas diferentes para
acumulo de biomassa. Em A. americana concentragfes baixas de BAP (8,8 uM)
causaram o aumento no acumulo de matéria fresca (17,0 mg) (Chen et al., 2014),
entretanto, para A. fourcroydes houve reducao na matéria fresca (264,11 mg) ao
utilizar 3,33 UM de BAP combinado com 4,92 uM de AIB (Caraballo et al., 2010).

Os reguladores vegetais alteram o balango entre citocininas e auxinas e,

dessa forma, podem estimular tanto o desenvolvimento do sistema radicular,
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guanto da parte aérea, sendo a parte aérea estimulada quando o gradiente de
citocinina for superior ao de auxina (Fagan, 2015).

Os resultados evidenciaram que os explantes provenientes de rebento e
bulbilho induziram respostas semelhantes para inducao de brotos ao adicionar
BAP no meio de cultura. O uso tTCLs mostrou ser eficiente e potencializou a
inducdo de brotos, sendo indicado os segmentos na posicdo AP e MI, pois
apresentaram maior potencial morfogénico. Recomenda-se a concentracdo de

13,32 uM de BAP para multiplicacao in vitro de A.sisalana.

3.1.2 Multiplicacéo in vitro com subcultivos de Agave sisalana

As interacdes explante x concentracdao de BAP e concentracdo de BAP x
subcultivo foram significativas para NB (p < 0,01) e para CPA (p < 0,05). Para
NF a interagao explante x subcultivo mostrou efeito significativo (p < 0,05).

As multiplicagbes sucessivas podem influenciar no processo de
organogénese e muitas vezes causar alteracfes genéticas no processo de
formacdo e crescimento da planta. Isto ocorre devido a interacdo de fatores
exdgenos e enddgenos, que ocorre em decorréncia ao efeito acumulativo de
regulador vegetal. Em A. sisalana, as plantas advindas da fase de multiplicacao
e, ap0s expostos a quatro consecutivas multiplicacbes, ndo expressaram
variacdes morfolégicas visiveis, com efeitos positivos para incremento de
namero de brotos e diferencas na capacidade organogénica entre os explantes,
a partir de rebento e bulbilho.

O explante proveniente de rebento permitiu maior inducao de brotos (7,18;
10,10; 9,40 brotos por explante) nas concentracdes de 6,66, 13,32 e 39,96 uM
de BAP, em comparacdo ao explante a partir de bulbilho (5,83; 7,94; 6,10 por
explante), respectivamente (Figura 6). Para a espécie A. angustifolia, também foi
observado que a inducdo de brotos variou em detrimento aos fenotipos; o V
(5827) apresentou mais brotagcbes em comparacédo ao G (4959) e A (4226) ao
final de cinco subcultivos (Duarte-Aké et al., 2016).

As diferencas entre os explantes pode ser um indicativo de maior
plasticidade fenotipica para explante oriundo de rebento, nas condi¢cdes de
cultivo, e nas respostas de diferenciagdo e morfogénese induzidas pelos

reguladores vegetais. Conforme Brum et al. (2002), a multiplicag&o de brota¢des
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pode estar relacionada a influéncia da variacdo genética da planta matriz e do
regulador vegetal utilizado para o auxilio na divisdo celular e na quebra de

dorméncia das gemas adventicias, até entdo inibidas pela dominancia apical.

12

m Rebento
# Bulbilho

Numero de brotos
o

6,66 13,32 19,98 26,64 39,96 53,28
Concentragdes de BAP (M)

*:

Figura 6. Numero de brotos em plantas de A. sisalana em fungéo dos explantes a partir
de rebento e bulbilho cultivados em meio de cultura MSY2, com diferentes
concentracdes de BAP. *Médias seguidas pela mesma letra minascula ndo

diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A multiplicagdo de A. sisalana mostrou correlagédo entre concentragdes de
BAP e subcultivos, verificando resposta satisfatoria para nimero de brotos, com
aumento progressivo em funcdo dos subcultivos. A inducdo de brotos foi
proporcional ao aumento do nimero de transferéncias para meio de cultura de
multiplicacéo, em todos os tratamentos (Figura 7). Esse comportamento indica
gue a renovacdo do meio de cultura otimiza a proliferacdo de brotos em A.
sisalana, ndo afetando a competéncia morfogénica.

A inducado de brotos em A. sisalana parece ser fortemente influenciada
por concentracdes exdgenas de regulador vegetal, atuando em sinergismo com
niveis endogenos, semelhante ao constatado na fase de multiplicacdo. A
inducdo ou a inibicdo dos processos morfogenéticos in vitro dependem do
balanco e da interacdo entre as substancias de crescimento endogenas e

exdgenas (Monfort et al. 2012).
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Figura 7. Numero de brotos de plantas de A. sisalana em fung¢@o dos subcultivos em
meio de cultura MSY% com diferentes concentracbes de BAP. *Médias
seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey. S1 — primeiro subcultivo; S2 — segundo

subcultivo; S3 — terceiro subcultivo; e S4 — quarto subcultivo.

Os dados deste estudo para o subcultivo sdo semelhantes aos descritos
em Agave angustifolia, com acréscimo na proliferagéo de brotos, com o aumento
nos subcultivos, obtendo a média de 7,96 brotos por explante na quinta
transferéncia (Duarte-Aké et al., 2016). Em acessos de germoplasma de
abacaxi, o numero de brotos aumentou com o numero de transferéncias,
sugerindo um aumento na multiplicagdo com o tempo (Silva et al., 2016).
Varshney e Anis (2011) obtiveram nimero maximo por explante (43 brotos) em
Tecomella undulata, apés quatro transferéncia para meio de cultura de
multiplicacéo.

A Tabela 6 mostra os valores referentes ao somatorio de numero de
brotos em cada subcultivo (NBs) numero de brotos totais (Tnge) e crescimento
geomeétrico, apds quatro ciclos de multiplicagdo dos explantes provenientes de
rebento e bulbilho.

Em relacdo ao niumero de brotos produzidos em cada subcultivo e o total

de brotos no final do processo, para o explante a partir de rebento, BAP a 13,32
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UM produziu o maior numero de brotos em cada subcultivo, obtendo no final do
ultimo subcultivo o total de 485 brotos. Esse aumento corresponde a 3.941,67%,
em relacdo ao numero de brotos iniciais (12 brotos). Porém, ao analisar a taxa
de crescimento geométrico nas concentracdes de BAP, verificou-se baixa taxa
de crescimento entre os subcultivos, na maioria das concentracdes (Tabela 6).
O explante a partir de bulbilho obteve resposta distinta ao explante proveniente
de rebento, induzindo maior numero de brotos na concentragéo de 26,64 puM de
BAP, totalizando ao final de quatro subcultivo, a producdo de 412 brotos,
correspondente ao aumento de 3.333,33% em relacdo ao numero de brotos
iniciais (12 brotos).

Os dois tipos de explantes a partir de rebento e bulbilho apresentaram
baixa taxa de crescimento entre as transferéncias na maioria das concentracoes,
evidenciado pelo crescimento geométrico (Tabela 6). Resultados similares foram
obtidos em acessos de germoplasma de abacaxi para a maioria dos acessos, a
taxa de crescimento geométrico diminuiu conforme o aumento do numero de
subcultivo o que segundo os autores pode indicar perda de potencial propagativo
(Silva et al., 2016).

O crescimento geométrico refere-se a taxa de crescimento por unidade de
tempo, possibilitando estimar o ritmo de crescimento populacional e calcular o
tempo necessério para se atingir determinado volume de populagéo.

No primeiro e segundo subcultivos foi possivel visualizar as emissfes de
brotacdes originadas via organogénese direta (Figura 8A e 8B). Entretanto,
guando transferidos para o terceiro subcultivo, a base das plantas formou um
aglomerado de células, com aspecto globular, textura friavel a semi-compacta e
coloracdo esverdeada e branco, caracteristicas de culturas nodulares (Figura 9C
e 9A a 9C). Apés transferidas para novo meio de cultura, estas induziram
brotacdes, podendo ser um indicativo de que séo constituidas por células
meristematicas. Sistemas similares ao descrito em A. sisalana foram verificados
nesta mesma espécie por Das, (1992), em A. americana por Chen et al., (2014),
Aechmea setigera (Fermino Junior et al.,, 2014), Vriesea friburgensis var.
paludosa e Vriesea reitzii (Pescador et al., 2015).

Observou-se também a formacédo de estruturas semelhantes a calos
embriogénicos e friaveis (Figura 9F), com inducdo de estruturas analogas a

embrides somaticos em estagio globular (Figura 9F). Essas estruturas sao
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similares as observadas em A. tequilana (Portillo et al., 2007), A. sisalana
(Carneiro et al., 2014), A. angustifolia (Reyes-Diaz et al., 2017) e A. americana
(Lecona-Guzman e Reyes-Zambrano, 2017). Entretanto, para confirmacao, se
faz necessario a analise histologica das estruturas, para verificar a existéncia de
caracteristicas que fundamentem a formc¢ao de células fridveis, cultura nodulares
e embriogénicas.

A formacéo de brotos adventicios (Figura 9B, 9D e 9F) foi observada no
subcultivo quatro. Conforme George et al. (2008), brotos adventicios,
particularmente aqueles que surgem indiretamente do calo, ndo sao desejaveis,
pois brotos que se originam de gemas sédo geneticamente idénticos a planta-
mae, ao passo que ha uma probabilidade de que plantas regeneradas de calo
possa diferir em uma ou mais caracteristicas, ou seja, a obtencao de brotos via
organogénese indireta, pode resultar em variagcdo somaclonal.

Entretanto, nos subcultivos ndo foram identificadas variantes somaclonais
in vitro em sisal, quanto as caracteristicas morfologicamente visiveis. A
presenca de variacdo somaclonal ndo é desejavel quando o objetivo é a
propagacdo comercial de clones de gendtipos com caracteristicas selecionadas.
Por isso é necessério avaliar a estabilidade de plantas micropropagadas de A.
sisalana.

N&o houve variagdo expressiva na emissao de folhas. O numero de folhas
foi superior no explante a partir de bulbilho (3,33), em relacdo ao explante
proveniente de rebento (2,27), somente no segundo subcultivo (Sz2), ndo sendo
observado diferenca nos demais subcultivos (Figura 10). Isso indica que o
namero de subcultivos ndo inibiu a emissdo de folhas em explantes de A.
sisalana.

Em explantes de A. sisalana n&o foram verificadas diferencas estruturais
e perda de vigor, observando visualmente plantas bem formadas com parte
aérea sem formacao de raizes e folhas normais com formato lanceolada tipico
da espécie e coloracao variando entre as tonalidades verde claro e escura. As
diferencas aparentes na cor das plantas sao devido a distribui¢cdo de cloroplastos
nas folhas e a presenca variavel de outros pigmentos associados, como 0S

carotenoides, 0s quais sempre acompanham as clorofilas (Von Elbe, 2000).



Tabela 6. Namero de brotos iniciais (NB)), nimero total de brotos nos subcultivos (Tnes), nimero de
brotos total ao final de cada subcultivo (Tns) € crescimento geométrico de plantas de A.

sisalana cultivadas em meio de cultura MSY%2, com diferentes concentraces de BAP e

subcultivos.
Numero de brotos (Tnes) Crescimento geométrico
NBi S1 S S3 Sy T Nb S1-S2 S3-S2  S4—-Ss
BAP (uM) Explante a partir de Rebento
6,66 12 53,0 73,0 98,0 121,0 345,0 0,54 0,49 0,35
13,32 12 79,0 1150 1350 156,0 485,0 0,63 0,27 0,24
19,98 12 58,0 89,0 95,0 115,0 357,0 0,72 0,11 0,11
26,64 12 72,0 90,0 105,0 131,0 398,0 0,37 0,26 0,37
39,96 12 77,0 90,0 1250 159,0 4510 0,26 0,55 0,40
53,28 12 58,0 80,0 111,0 152,0 4010 0,54 0,55 0,53
Explante proveniente de Bulbilho
6,66 12 43,0 57,0 74,0 106,0 280,0 0,47 0,44 0,60
13,32 12 41,0 97,0 107,0 136,0 3810 1,45 0,16 0,40
19,98 12 37,0 68,0 97,0 132,0 334,0 1,02 0,59 0,51
26,64 12 46,0 109,0 122,0 1350 4120 1,45 0,19 0,17
39,96 12 29,0 55,0 85,0 124,0 293,0 1,07 0,73 0,63

53,28 12 45,0 56,0 125,0 161,0 3870 0,37 1,35 0,42
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Figura 8. BrotacOes adventicias originadas de explante a partir de rebento (A) e bulbilho
(B). Brotacdes com folhas em senescéncia (seta vermelha) e ramificacdo com
aglomerado de células com inducdo de brotos (seta preta) (C); Brotagbes
hiperidricas (D) cultivadas em meio de cultura MSY, com diferentes
concentragdes de BAP (F).

Algumas folhas apresentaram inicio de processo de senescéncia (Figura
8C), possivelmente pelo aumento de etileno no ambiente de cultivo ou aos
fatores de estresse no cultivo in vitro prolongado que podem levar as
microplantas a senescéncia, reduzindo e ou alterando seu potencial morfogénico
(Graner et al., 2019).
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Figura 9. Inicio de formacao de culturas nodulares na base de brotagfes (A). Explante com
formacdo de brotacdes adventicias via organogénese indireta (AD) e cultura
nodulares (CN) (B); Cultura nodulares (C); brotagdes adventicias de cultura
nodulares (AD) (D); brotac6es adventicias via organogénese direta (AD) (E);
Explante com estruturas globulares semelhantes a embrides somaticos (EM) e

calos fridveis (CF) em explantes de A. sisalana submetidos a diferentes
concentracoes de BAP em meio de cultura MSY%.
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Figura 10. Numero de folhas de plantas de A. sisalana em funcdo dos subcultivos em meio
de cultura MSY2 acrescido de regulador vegetal BAP. *Médias seguida pela
mesma letra minuscula ndo diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste de Tukey. S1 — primeiro subcultivo; S2 — segundo subcultivo; S3 —

terceiro subcultivo; e S4 — subcultivo quatro.

Na etapa inicial da multiplicacdo ndo ocorreu a presenca de plantas
hiperidricas, contudo ocorreu a partir dos subcultivos sucessivos. A taxa de plantas
com hiperidricidade foi em média de 20,83%, independente do periodo de
subcultivo. Os brotos com hiperidricidade exibiram folhas verde clara e escura,
aparéncia vitrea, turgidas e frageis, caracteristicas morfologicas tipicas de plantas
com hiperidricidade (Figura 8D). Esses brotos apresentaram hiperidricidade de leve
a severa. As plantas com hiperidricidade leve possuiam potencial morfogénico e
continuaram a se propagar ao transferi-las para outro meio de cultura, ao contrario
das plantas com hiperidricidade severa. Conforme, Nikam et al., (2019) A. sisalana
€ caracterizada como uma planta suscetivel ao excesso de 4gua, 0 que sugere que
0 ambiente de cultivo com alta umidade relativa possa contribuir para o surgimento
deste fendbmeno. Contudo, ndo se pode descartar a hipétese que este esteja
associado a fatores como alta concentracdo de regulador vegetal, excesso de sais
minerais (fonte de nitrogénio, cloreto etc.), estresse oxidativo devido a ineficiente

difusdo dos gases e baixa densidade de fluxo de fétons. E necessario investigar as
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possiveis causas dessa anomalia em A. sisalana, uma vez que pode inviabilizar o
explante para fases posteriores devido a ma formacao das brotacoes.

Durante o periodo de subcultivo ocorreu reducédo expressiva na altura dos
brotos. Notou-se decréscimo no comprimento das brotacdes para o explante
proveniente de rebento em detrimento das concentracdes de BAP, representado

pela equacao linear (Figura 11).
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Figura 11. Comprimento da parte aérea para explante oriundos de rebento de A.sisalana

cultivados em meio de cultura MSY2, com diferentes concentracdes de BAP.

Ao contrario, explantes a partir de bulbilho ndo apresentaram diferenca
significativa para altura das brotacdes nas concentracdes avaliadas. O explante
proveniente de rebento mostrou decréscimo na altura das brotacbes com o
aumento do numero de subcultivos, observando reducdo 51,83% em relacdo ao
primeiro subcultivo. Esse comportamento foi similar para expantes a partir de
bulbilho, apresentando redugé&o de 38,78 % (Figura 12).

E provavel que a reducdo no comprimento da parte area esteja associado
ao efeito fitotoxico do regulador vegetal. Os resultados corroboram os dados da
literatura de que a citocinina induz divisédo celular e proliferacdo de brotos, e que,
dependendo da sua concentracdo, pode inibir o efeito da auxina que induz o

alongamento das células vegetais (Taiz e Zeiger, 2004).
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Figura 12. Comprimento da parte aérea de explante oriundos de rebento e bulbilho de
plantas de A. sisalana submetidos a quatro subcultivos em meio de cultura
MSY2 acrescido de BAP. *Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas
nao diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. S1 —
primeiro subcultivo; S2 — segundo subcultivo; S3 — terceiro subcultivo; e S4 —

subcultivo quatro.

Pode-se concluir que o explante a partir de rebentos induziu maior nimero
de brotos, quando comparado ao explante proveniente de bulbilho. A concentracéo
de 13,28 uM de BAP ¢ a mais indicada para o subcultivo, sendo necessario analisar

a estabilidade genética das plantas.

3.1.3 Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de plantas de Agave sisalana

A interacdo tipo de explante x altura inicial das brotaces mostrou efeito
significativo (p < 0,05) para NB, CPA e MFR e a interagdo tipo de explante x
concentracéo de AlB foi significativa (p < 0,01) para CPA e MSR. A altura inicial das
brotagdes foi significativa (p < 0,05) para NF e CR. Para as variaveis NR e MFPA,
os trés fatores altura inicial das brotacdes, tipo de explante e concentracdo de AIB
foram significativos (p < 0,01) e MSPA somente para tipo de explante e altura inicial

das brotacgdes.
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Os brotos, ap6s quatro subcultivos em meio de cultura com BAP, foram
transferidos para meio enriquecido com auxina, para induzir o enraizamento. Os
efeitos dos reguladores vegetais utilizados na fase de multiplicagdo podem interferir
na rizogénese, por isso o uso de auxina sintética visa acelerar a formacao de raizes
e aumentar a taxa de enraizamento (Santos et al., 2010).

A taxa de enraizamento ndo variou para os fatores analisados, obtendo
100% de inducdo de raizes. Porém, o tipo de explante e o tamanho inicial das
brotacdes foram os fatores de maior influéncia no processo de rizogénese.

Os niveis de AIB no meio de cultura ndo favoreceu a inducdo de brotacoes,
supostamente porque estas atuam inibindo a formacédo de brotos laterais pela
manutencdo da dominéncia apical, estando envolvida nos processos de
diferenciacdo e alongamento celular. A emissdo de brotos também nao foi
observada em meio isento de regulador vegetal, indicando que pode ter ocorrido
equilibrio entre os niveis enddgenos citocinina/auxina ndo favoravel a inducéao de
novas brotacoes.

O numero de folhas foi influenciado significativamente pelo tamanho dos
brotos iniciais. Os brotos maiores, com 30 mm de altura, obtiveram média de 5,99
folhas/explante e brotos com altura inicial de 10 mm emitiram 4,56 folhas/explante
(Figura 13). As folhas possuiam aspecto vigoroso com tonalidade verde, variando
entre verde claro e escuro e sem expressao de senescéncia foliar. O nimero e o
vigor das folhas sdo dados importantes para o processo de rizogénese e
sobrevivéncia das plantas ap0s transplante para condi¢des ex vitro, pois as folhas
jovens sdo os principais sitios de sintese de auxina e responsaveis pela particao
de fotoassimilados resultantes da fotossintese (Taiz et al., 2017), determinantes
para o crescimento da planta.
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Figura 13. Numero de folhas de plantas de A. sisalana em fun¢do do tamanho dos brotos
iniciais cultivados em meio de cultura MSY%2, com diferentes concentracdes de

AIB.

A adicdo de AIB foi benéfica para o crescimento das plantas, assim como o
tamanho inicial das brotacbes. Em contrapartida, o tipo de explante mostrou pouca
influéncia no comprimento das plantas, pois somente a concentragao de 6 uM de
AIB exibiu diferenca, na qual explante a partir de bulbilho (97,93 mm) obteve melhor

desempenho em relacéo a explante proveniente de rebento (82,75 mm) (Figura 14).
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Figura 14. Comprimento da parte aérea de explantes oriundos de rebento e bulbilho de
plantas de A. sisalana cultivados em meio de cultura MS%, com diferentes
concentracdoes de AIB. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula nao
diferem entre si dentro do tratamento ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste

de Tukey.

Ao analisa-los de forma individual, observou-se acréscimo no comprimento
da parte aérea, linearmente ao aumento dos niveis de AlB, constatando acréscimo
superior a 54% em relagdo ao meio de cultura isento de AIB (Figura 15 e 16). As
auxinas estado envolvidas com a divisdo, alongamento e diferenciacdo das células
vegetais (Taiz e Zeiger, 2004), porém altas concentracdes de auxinas podem
produzir efeitos antagbnicos inibindo o crescimento tanto da parte area como das
raizes.

Entretanto, em A. sisalana as altas concentracdes de AIB contribuiram
positivamente para o crescimento das brotagdes. Os resultados estdo de acordo
aos observados em espécies de Agave. Em brotacdes de A. Americana var.
oaxaquensis, o aumento das concentracdes proporcionou melhores resultados
para comprimento da parte area (114 mm) em meio de cultura com 7,38 uM de AIB
(Luna et al., 2013). Em A. marmorata, o0 maior comprimento das brotagdes (27 mm)
foi obtido com 57 uM de AIA (Jiménez e La O, 2018).
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Figura 15. Comprimento da parte aérea de explante oriundos de bulbilho de plantas de A.
sisalana cultivados em meio de cultura MSY%2, com diferentes concentracdes de
AlB.
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Figura 16. Comprimento da parte aérea de explante oriundos de rebento de plantas de A.
sisalana cultivados em meio de cultura MS%2, com diferentes concentracdes de
AIB.
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Os explantes com altura inicial de 30 mm promoveu melhor crescimento das
plantas. Em explante de rebento, brotos com altura inicial de 30 mm, a média foi de
101,8 mm de altura e brotos com altura inicial de 10 mm atingiram altura de 73,5
mm. De forma analoga, explantes provenientes de bulbilhos com altura inicial de
30 mm de altura obtiveram plantas com 108,8 mm de comprimento e, em
contrapartida, brotos com comprimento inicial de 10 mm apresentaram reduc¢ao no

crescimento, alcangando 66,78 mm de altura (Figura 17).
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Figura 17. Comprimento da parte aérea de explante oriudos de rebento e bulbilho em
funcéo da altura inicial das brotacdes de plantas de A. sisalana cultivados em
meio de cultura MSY%,, com diferentes concentracdes de AIB. *Médias seguida
pela mesma letra minascula ndo diferem entre si ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

As respostas geradas pelo uso de plantas com tamanhos diferentes na
espécie em estudo, talvez estejam relacionadas com sua condi¢cdo nutricional,
sendo a quantidade de reservas variavel de acordo com o comprimento utilizado,
pois podem apresentar maior teor de carboidratos e de auxinas enddgenas (Mayer
et al., 2002; Pizzatto et al., 2011) essencial para crescimento da parte aérea e raiz.

Os resultados de matéria fresca e seca da parte area confirmam a hipotese
de que altas concentracdes de AIB ndo prejudicaram o desenvolvimento da espécie

in vitro. A matéria fresca da parte area aumentou linearmente em raz&o das
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concentracdes de AIB (Figura 18). Contudo, ao comparar os explantes verifica-se
gue os explantes de rebento obtiveram acumulo de biomassa (0,887 g) superior
aos explantes de bulbilhos (0,674 g) (Figura 19). O acumulo de matéria fresca
também foi determinado pela altura dos brotos iniciais. As brota¢gdes com tamanhos
de 30 mm (1,053 g) obtiveram acréscimo de matéria fresca maior do que brotos

com 10 mm de altura (0,502 g) (Figura 20).
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Figura 18. Matéria fresca da parte aérea de plantas de A. sisalana cultivados em meio de

cultura MSY%2, com diferentes concentractes de AlB.
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Figura 19. Matéria fresca da parte aérea em explantes originarios de rebento e bulbilho de
plantas de A. sisalana cultivados em meio de cultura MSY%2, com diferentes

concentracdes de AIB.
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Figura 20. Matéria fresca da parte aérea de plantas de A. sisalana em fun¢éo da altura
inicial das brota¢des cultivadas em meio de cultura MSY%, com diferentes

concentracdes de AIB.
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A matéria seca da parte area corrobora os dados obtidos para matéria fresca,
exceto para o fator concentracdo de AIB, pois ndo apresentou diferenca
significativa, indicando que o aumento das concentragbes de AIB nao
incrementaram o acumulo de biomassa seca. O acumulo de matéria seca variou
com o tipo de explante, verificando maior acréscimo de biomassa em explante
oriundo rebento (0,064 g) e menor acumulo em explante proveniente de bulbilho
(0,0418 g) (Figura 21). Em relacado a altura inicial das brotacfes, o tamanho de 30
mm de altura possibilitou acimulo de matéria seca superior (0,073 g) em relacéo
as brotagcdes com 10 mm de altura (0,033 g) (Figura 22).

Plantas bem desenvolvidas podem garantir o sucesso da fase de
aclimatizacdo. As variaveis de crescimento mostraram que para A. sisalana o
tamanho das brotacdes iniciais e tipo de explante influenciaram na assimilacao de
carbono pelas plantas, indicando que explante a partir de rebento com altura inicial
de 30 mm tém mais chances de sobreviver e apresentar melhor desempenho apos
transplantadas para condi¢des ex vitro.

Embora em meio isento de regulador vegetal, a espécie tenha mostrado
bons resultados para a rizogénese, a adicdo de AIB maximizou as respostas,
demonstrando ser eficiente para o enraizamento, principalmente pela ndo inducao
de calos na base das brotacbes mesmo utilizando altas concentracdes deste
regulador vegetal.

A emissdo de raizes ocorreu em todas as concentragdes de AIB e em meio
isento de regulador vegetal, com emissédo diretamente proporcional ao aumento

das concentragdes, representado pelo modelo linear (Figura 23).



85

2 041 *
o
D
&
(4V]
2z K
s 03 -
a
[4v]
=
(4v]
Q
$ 02
©
@ %
0.1
00 R — ——
T \
Bulbilho Rebento
Explantes

Figura 21. Matéria seca da parte aérea de explantes oriundos de bulbilho e rebento de A.
sisalana cultivados em meio de cultura MSY2, com diferentes concentracfes de
AlB.
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Figura 22. Matéria seca da parte aérea de plantas de A. sisalana em fun¢éo da altura inicial
das brotagbes cultivados em meio de cultura MSY%, com diferentes

concentracdes de AIB.
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Figura 23. Numero de raizes de plantas de A. sisalana cultivados em meio de cultura MSY,
com diferentes concentrages de AlB.

Notou-se que explantes a partir de rebento emitiram maior nimero de raizes
(10 raizes por broto), em oposi¢cédo a explante proveniente de bulbilho (8,28 raizes
por broto) (Figura 24). Comportamento semelhante foi observado para a altura
inicial do explante. Brotos com tamanho superior a 30 mm induziram numero de
raizes superior (10,38 raizes por broto) aos que possuiam 10 mm de comprimento
inicial (7,9 raizes por broto) (Figura 25). Esses resultados estdo em conformidade
aos obtidos por Rios (2007), em que a porcentagem de enraizamento em explante
a partir de bulbilhos de A. sisalana nao foi afetada pela adicdo de AIB, no entanto,
0 maior numero de raizes foi obtido na auséncia deste (16,92 raizes por broto).
Luna et al. (2013) chegaram a conclusao que, a adi¢do de 2,49 uM ou 4,92 uM de
AIB ao meio de cultivo estimulou maior nimero de raizes (8,25 por broto) em
brotacbes de A. americana var. oaxaguensis. Em A. marmorata 0s autores
verificaram maior nimero de raizes (3,95) ao adicionar 57 uM de AIA (Jiménez e
La O, 2018).
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Figura 24. Numero de raizes em explantes a partir de bulbilho e rebento de A. sisalana
cultivados em meio de cultura MS%2, com diferentes concentragdes de AlB.
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Figura 25. Numero de raizes em explantes de plantas de A. sisalana em funcao da altura

inicial das brota¢des cultivados em meio de cultura MSY%, com diferentes

concentracdes de AIB.
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Os tipos de explantes e as concentracbes de AIB nédo interferiram no
comprimento da raiz, sendo observado diferenca somente para fator altura inicial
das brotagdes. Plantas com tamanho inicial de 30 mm promoveram maior
comprimento das raizes (48,6 mm), em ralagdo as brotacdes com altura inicial de
10 mm (35,6 mm) (Figura 26).
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Figura 26. Comprimento da raiz em explantes de plantas de A. sisalana em fungéo da
altura inicial das brotag6es cultivados em meio de cultura MSY2, com diferentes

concentracdes de AIB.

Em outros estudos com espécies de Agave, apos multiplicacéo e transferidos
para meio de cultura de enraizamento, obtiveram resultados superiores aos obtidos
para A. sisalana apos subcultivo. O comprimento da raiz em explantes provenientes
de bulbilhos de A. sisalana foi maior (8,28 cm) em meio de cultura isento de AIB
(Rios, 2007). Em A. americana var. oaxacensis 0 maior comprimento das raizes
(9,57 cm) foi notado ao acrescentar no meio de cultura 7,38 uM de AIB (Luna et al.,
2013). Plantas de A. marmorata verificaram maior comprimento das raizes (8,2 cm
e 9,3 cm) determinada pela adi¢do de 17,1 uM e 57 uM de IAA (Jiménez e La O,
2018).
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Notou-se que o acréscimo de matéria fresca da raiz foi proporcional ao
aumento das concentracdes de AIB, simulado pelo modelo linear (Figura 27). Na
concentracdo de 12 uM de AIB, obteve média de 0,367 g e na auséncia de

regulador vegetal 0,240 g de matéria fresca da raiz.
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Figura 27. Matéria fresca da raiz de plantas de A. sisalana cultivados em meio de cultura

MSY2, com diferentes concentracdes de AlB.

O explante de rebento apresentou melhor acréscimo de biomassa fresca de
raiz, independentemente do tamanho inicial das brotacfes, em relacédo a explante
proveniente de bulbilho. Plantas com tamanho iniciais de 10 mm exibiram média de
0,274 g para explante a partir de rebento e 0,174 g de matéria fresca de raiz para
explante de bulbilho (Figura 28). Brotagbes com tamanho iniciais de 30 mm
obtiveram acumulo de 0,500 g nos explantes provenientes de rebento e 0,281 g de
matéria fresca para explantes de bulbilho. Os explantes de rebento e bulbilho
exibiram maior acumulo de matéria fresca de raiz (0,550; 0,281 qQ),
respectivamente, quando utilizado brotos com 30 mm de comprimento (Figura 29).

Ao avaliar matéria seca da raiz, os resultados anteriores foram confirmados,
pois brotacdes com tamanho inicial de 30 mm e explante proveniente de rebento

exibiram melhor enraizamento. Ao comparar 0s explantes, somente nas
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concentracdes de 3 e 6 UM de AIB, a média para matéria seca da raiz nao diferiu.
Entretanto, nos demais tratamentos o explante de rebento apresentou maior
acumulo de matéria seca (Figura 30). O explante a partir de bulbilho ndo diferiu
para matéria seca em razdo das concentracfes avaliadas, com acréscimo de
0,0218 g de biomassa seca. Em contrapartida, explante proveniente de rebento
apresentou comportamento crescente em funcéo das concentracdes, representada
pela equacéo linear (Figura 31). Independentemente do tipo de explante, brotagbes
com tamanhos iniciais de 10 mm obtiveram menor acumulo de matéria seca
(0,0204 g) e brotagdes com tamanhos iniciais de 30 mm verificou-se maior acimulo
de matéria seca (0,0350 g) (Figura 32).
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Figura 28. Matéria fresca da raiz de explante a partir de bulbilho e rebento de A. sisalana

cultivados em meio de cultura MSY%, com diferentes concentracfes de AlB.
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Figura 29 Matéria fresca da raiz de plantas de A. sisalana em funcao da altura inicial das
brotacdes cultivados em meio de cultura MSY%2, com diferentes concentracdes
de AIB.
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Figura 30. Matéria seca da raiz de explantes oriundos de rebento e bulbilho de plantas de
A. sisalana cultivados em meio de cultura MSY2, com diferentes concentragdes
de AIB. Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si ao
nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 31. Matéria seca da raiz de explante a partir de rebento de plantas de A. sisalana
cultivados em meio de cultura MS%2, com diferentes concentragdes de AlB.
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Figura 32. Matéria seca da raiz de plantas de A. sisalana em funcao da altura inicial das
brotacdes cultivados em meio de cultura MSY,, com diferentes concentracdes
de AIB.
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Os fatores com maior influéncia na promocgéo de rizogénese em A. sisalana,
foram tipo de explante e tamanho inicial das brotagcfes. O explante proveniente de
rebento obteve melhores resultados nas variaveis avaliadas e a utilizacdo de brotos
com tamanhos maiores potencializou a resposta, promovendo melhor crescimento
da parte area e raiz na concentracdo de 12 uM de AIB. As Figuras 33A e B, mostram

brotacdes de explantes a paritr de rebento e bulbilho em meio de enraizamento.
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Figura 33. Plantas enraizadas in vitro: A partir de explante rebento (A) e bulbilho (B);
Plantas aclimatizadas apés 90 dias de transplante (C e D).

Apbs 45 dias em meio de cultura de enraizamento, as mudas com 100 mm
de altura e sistema radicular bem desenvolvido oriundas de rebentos e bulbilhos
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foram transferidas para casa de vegetacdo, sem passar por uma fase de
rustificacéo e sem a utilizacdo de cobertura com recipientes apos transferidas das
condigdes in vitro para ex vitro. Observou-se que, com 30 dias as plantas
comecaram a emitir novas folhas e a ndo expanséo das existentes, as quais aos
noventas dias apresentavam sinais de senescéncia. A taxa de sobrevivéncia foi de
100%, com plantas morfologicamente bem desenvolvidas e adaptadas as
condigBes ex vitro (Figura 33C e D), indicando que ndo h& necessidade de pré-

aclimatizacao, diminuindo os custos e tempo para producdo de mudas.

CONCLUSOES

1. O processo de desinfestacao realizado nos explantes € eficiente, mostrando ndo
ser necessario a utilizagéo de tratamentos com fungicidas e antibiéticos.

2. Os explantes tTCLs nas posi¢cdes AP e M1 oriundos de rebentos e bulbilhos
podem ser estabelecidos direto em meio de cultura MSY2 com a presenca de 13,32
UM de BAP, obtendo ganho (otimizando) de tempo ao utilizar a fase de
estabelecimento para inicio da multiplicacéo dos brotos de A. sisalana, sem periodo
de adaptacao in vitro.

3. Na etapa de subcultivo, os explantes oriundos de rebento sédo mais responsivos
para inducéo de brotos na presenca de 13,328 uM de BAP.

4. O aumento do nimero de subcultivos induziu a formacao de culturas nodulares
e calos fridveis.

5. A concentracdo de 12 pM de AIB e explante proveniente de rebento com
tamanho inicial de 30 mm apresentou melhor resposta na rizogénese, mas todos
os explantes utilizados foram enraizados.

6. As mudas enraizadas in vitro independentes da origem do explante apresentam
sucesso na aclimatizacéo. A taxa de sobrevivéncia aos noventa dias foi de 100%,
com plantas morfologicamente bem desenvolvidas e adaptadas as condi¢cdes ex

vitro de A. sisalana.
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ARTIGO 2

MICROPROPAGAGCAO DE SISAL, AGAVE HIBRIDO 11648*

! Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico
Scientia Horticulturae, em versao na lingua inglesa.
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Micropropagacao de sisal (agave hibrido 11648)

Autor: Priscila Tavares Fonseca

Orientadora: Ana Cristina Fermino Soares

Resumo: O agave hibrido 11648 é resultante do melhoramento de agave
derivado do retrocruzamento de duas espécies diploides: (A. amaniensis x A.
angustifolia) x A. amaniensis, amplamente cultivada para a producao de fibra. O
trabalho teve como objetivo avaliar as etapas da micropropagacdo do agave
hibrido 11648 para obtencdo de um protocolo eficiente para producdo de mudas.
Foram realizadas as seguintes avaliacdes: 1- Estabelecimento e a posi¢cao do
explante na multiplicacdo in vitro, com as concentracdes de 0,0; 13,32; 26,64,
39,96; 53,28 yM de BAP; 2- Subcultivo in vitro, usando as concentracdes de
6,66; 13,32; 19,98; 26,64; 39,96; 53,28 uM de BAP; 3- Enraizamento in vitro nas
concentracbes de 0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 uM de AIB e 4- aclimatizacdo. A
concentracdo de 13,32 uM de BAP (45,17 brotos por planta) foi eficiente para
inducéo de brotos, assim como os tTCLs na posicdo de AP, Ml1 e Ml2. Nos
subcultivos a inducdo de brotacdes em sisal obteve média 10,04 brotos por
explante, entretanto, induziu a formacao de culturas nodulares e calos friaveis.
Altas concentracdes de AIB ndo favoreceram o enraizamento in vitro. Explantes
com tamanho superior a 30 mm de altura obtiveram melhor resposta na
rizogénese. A taxa de sobrevivéncia das plantas foi de 100%, apoés transferidas

para casa de vegetacao.

Palavras-chave Agave. Morfogénese. Subcultivo. Citocinina. Auxina
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Micropropagation of sisal (agave hybrid 11648)

Author: Priscila Tavares Fonseca
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Abstract: The agave hybrid 11648 is the result of the improvement of agave
derived from the backcross of two diploid species: (A. amaniensis x A.
angustifolia) x A. amaniensis, widely cultivated for the production of fibers. This
work aimed to evaluate the effect of BAP and IBA on the in vitro morphogenesis
of the agave hybrid 11648. The following assessments were performed: 1-
Establishment and influence of the disk segment position (TCLs) for in vitro
multiplication, using BAP concentrations of 0.0; 13.32; 26.64; 39.96; 53.28 uM;
2- Subculture in vitro, with 6.66; 13.32; 19.98; 26.64; 39.96; 53.28 uM of BAP; 3-
Rooting in vitro at concentrations of 0.0; 3.0; 6.0; 9.0; 12.0 yuM IBA and 4-
acclimatization. For in vitro multiplication, activated carbon inhibited the formation
of sprouts.The concentration of 12.32 uM of BAP (45.17 sprouts / plant) was
efficient for sprout induction, as well as the tTCLs AP, MI1 and MI2. In the
subcultures, the induction of shoots in sisal obtained an average of 10.04 shoots
for explant, however, it induced the formation of nodular cultures and friable
calluses. High concentrations of IBA did not favor in vitro rooting. Explants with a
size greater than 30 mm in height showed better response in the rhizogenesis.
The survival rate of the plants was 100% after being transferred to the

greenhouse.

Keywords Agave. Morphogenesis. Subculture. Cytokinin. Auxin
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INTRODUCAO

O agave hibrido 11648 é originario da Africa e foi introduzido no Brasil na
década de 70. E resultante do melhoramento de agave derivado do
retrocruzamento de duas espécies dipléides: (A. amaniensis x A. angustifolia) x
A. amaniensis (Dahal et al., 2003; Deng et al., 2019; Huang et al., 2019). A
primeira se caracteriza por apresentar folhas grandes e de boa conformacéo e,
a segunda, por produzir elevado numero de folhas (Salgado et al., 1979).

Este agave é amplamente cultivado, ocupando a posicdo de segundo
cultivar mais plantado no Brasil e de grande importancia para os territérios
africanos (Alvarenga, 2012; Silva; Beltrdo, 1999; Suinaga et al., 2007) para a
producéo de fibras. Durante seu ciclo de vida, entre 8 a 13 anos, a planta produz
em media de 560-650 folhas e 4,73 a 5,96 toneladas de fibra seca/ano/ha,
dependendo das condicdes ambientais, manejo da lavoura e idade da planta
(Jamil et al., 2019). A producéao de folhas e fibras equivale a duas ou trés vezes
a do sisal comum (Salgado et al., 1979) e ndo possui espinhos nas bordas das
folhas, o que facilita o processo de colheita e desfibramento. Em comparacao
com A. sisalana, € superior na producao de folhas, na produtividade de fibras por
hectare e potencial de producéo (Silva et al., 1999).

No Brasil as areas de plantacdo do sisal sdo afetadas pela podriddo
vermelha em A. sisalana causadas pelo fungo Aspergillus welwitschiae (Duarte
et al., 2018), sendo o hibrido 11648 mais resistente a podriddo vermelha
(Moreira; Vieira, 1999). Porém, um dos grandes desafios para as plantacées de
hibrido 11648 é a disponibilidade de mudas, pois a reproducao sexuada por
sementes é rara e a propagacao assexuada por bulbilhos e rebentos ocorre de
forma lenta.

Diante da necessidade constante de aumento de produtividade e
introducdo de novas tecnologias para obtencdo de mudas com qualidade
fitossanitaria e uniformidade, em um curto intervalo de tempo, a
micropropagacao é uma alternativa interessante.

A tecnologia de micropropagacao permite projetar sistemas intensivos de
producdo de plantas com ambiente de propagacdo devidamente controlado
(Fortes et al., 2010). O sucesso da micropropagacao consiste em alto coeficiente

de multiplicagdo, com pequenas demandas no numero de plantas iniciais e no
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espaco (Hussain et al., 2012). Um unico explante pode ser multiplicado em
centenas e milhares de plantas em um periodo de tempo relativamente curto e
espaco sob condi¢des controladas, independentemente da estacdo e do clima
em uma base anual (Akin-ldowu et al., 2009).

A propagacao in vitro fundamenta-se na cultura asséptica de diferentes
explantes em um meio de cultura, aplicando o principio da totipotencialidade das
células para induzir divisdo de células, morfogénese e desenvolvimento da
planta (Siddique et al., 2015), no qual o sucesso da regeneracao in vitro é
dependente de varios fatores como: desinfestacdo, gendtipo, tipo, idade,
tamanho dos explantes, composicdo dos meios de cultura, condicdes de cultivo
e tipos e concentracdes de reguladores vegetais (Silva et al., 2008).

Os reguladores vegetais desempenham um papel essencial na
determinacao da via de desenvolvimento de células e tecidos vegetais em meio
de cultura. Auxinas e citocininas séo os reguladores vegetais mais amplamente
usados em cultura de tecidos de plantas e sua quantidade determina o tipo de
cultura estabelecida ou regenerada (Hussain et al., 2012). A alta concentracéo
de auxinas geralmente favorece a formacdo de raizes, enquanto a alta
concentracdo de citocininas promove a regeneracao de brotos. Um equilibrio de
auxina e citocinina leva ao desenvolvimento de uma massa de células
indiferenciadas conhecida como calo (Hussain et al., 2012).

Sistemas bem-sucedidos de micropropagacédo e regeneracdo atraves de
organogénese ou embriogénese somatica ja foram descritos nas espécies de
Agave evidenciando a influéncia de diferentes fontes de explantes (folhas
imaturas, pseudocaule e rizomas), na organogénese indireta em hibrido 11648
(Zhang et al., 2013), embriogénese somética de A. tequilana Weber (Portillo et
al., 2007), micropropagacéao de A. americana (Chen et al., 2014), embriogénese
somética de A. sisalana (Carneiro et al., 2014) e A.angustifoia (Duarte-Ake et
al., 2016) e micropropagacao de A. angustifolia (Rios-Ramirez et al., 2017),
mecanismos modulados principalmente pelo uso de reguladores vegetais
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e auxinas acido 2,4-diclorofendxi-acético
(2,4-D) ou acido indolbutirico (AIB).

Entretanto, na literatura ndo ha registros de estudos sobre a influéncia de
reguladores vegetais nas etapas do processo de micropropagacao via
organogénese direta do hibrido 11648. Nesse sentido, € necessério avaliar o
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efeito das concentracdes de reguladores vegetais para melhor compreender os
processos de morfogénese e organogénese in vitro do hibrido 11648.
O objetivo dessa pesquisa foi avaliar as etapas da micropropagacdo do

hibrido 11648 para obtencdo de um protocolo eficiente.

MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta de agave hibrido 11648 foi realizada na regido sisaleira do
semiarido baiano, localizada no municipio de Conceicédo do Coité (Latitude: 11°
33'41" Sul, Longitude: 39° 17' 10" Oeste), Bahia, Brasil. Foram coletados apenas
rebentos do hibrido 11648, pois este produz poucos bulbilhos e ndo foram

encontrados bulbilhos nas areas de coleta.

2.2 Multiplicagéo in vitro de Agave sisalana

2.2.1 Estabelecimento in vitro de segmentos de pseudocaule de Agave

hibrido 11648 utilizando a técnica TCL com concentracdes de BAP

Plantas de hibrido 11648 foram desfolhados, deixando as folhas mais
jovens e centrais da roseta, proximas do meristema apical, e reduzidos a
segmentos de pseudocaule (cerca de 6,0 cm de altura). Em seguida foi realizada
a desinfestacdo em camara de fluxo laminar, com imersdo em alcool 70% (2
minutos) e solucdo de hipoclorito de sodio - NaOCI [agua sanitaria comercial
(Qboa ®) - 2,5% de cloro ativo)] com 2 gotas de detergente neutro (Ypé ®) por
20 minutos e submetidos a quatro lavagens em agua destilada esterilizada.

Apoés a desinfestacdo, procedeu-se a incisdo das folhas e reducéo do
pseudocaule utilizando a técnica TCL (Thin Cell Layer), seccionando
transversalmente em segmentos finos (tTCLs) a regido abaixo do meristema
apical, dispostos nas posi¢cdes em tTCLs apical (AP), mediano (Ml1 e MI2) e basal
(BA), com aproximadamente 0,5 mm de espessura x 0,5 cm de diametro. Os
explantes foram inoculados em frasco borel de plastico (252 mm x 329 mm)
contendo 40 mL de meio de cultura MSY% (Murashige e Skoog, 1962),
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suplementado com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 13,32; 26,64; 39,96;
53,28 pM), acrescido de 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 4 x 5 (posicdo de TCLs x concentracdo de BAP) totalizando 20
tratamentos, com 6 repeticbes, cada uma constituida por 4 unidades
experimentais. Aos 60 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes variaveis:
porcentagem de contaminacao (% C) e oxidacao (% OX), numero de brotos total
por planta (Tnp); Nnimero de brotos nas posi¢cdes de tTCLs: regido apical (AP),
regido mediana (Ml1 e MI2) e regido basal (BA); comprimento da parte area em
cm (CPA); numero de folhas (NF); porcentagem de plantas hiperidricas (% H);

matéria fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA).

2.2.2 Multiplicacéo in vitro com subcultivos de Agave hibrido 11648

As brotacdes de hibrido 11648, provenientes do experimento de
multiplicagdo, foram incisados reduzindo-se as folhas e o pseudocaule
segmentado longitudinalmente (base Y2) com aproximadamente 10 mm de
altura. Em seguida, esses explantes, formados pelo pseudocaule segmentado
foram inoculados em frasco borel contendo 40 mL de meio de cultura MSY2
acrescido de 6,66; 13,32; 19,98; 26,64; 39,96; 53,28 uM de regulador vegetal
BAP, suplementado com 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar.
Foram realizados quatro ciclos de multiplicacéo a cada 60 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 4 x 6 (subcultivo x concentracdes de BAP), totalizando 24 tratamentos,
com trés repeticdes, cada uma constituida por quatro unidades experimentais. A
cada 60 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: numero de brotos (NB),
numero total de brotos nos subcultivos (Tnes), nUmero de brotos total ao final de
cada subcultivo (Tns), potencial propagativo, numero de folhas (NF),
porcentagem de plantas hiperidricas (%H) e comprimento da parte area em cm
(CPA). O potencial propagativo foi calculado, usando a taxa de crescimento (r)

entre dois subcultivos subsequentes, dada pela expressao:
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r= (/(Vf/Vi) _ 1) x 100

onde, Vf - nimero de brotos no subcultivo subsequente; Vi - nUmero de brotos

no subcultivo anterior; t - intervalo entre os subcultivos.
2.2.3 Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de Agave hibrido 11648

Brotacbes de hibrido 11648 obtidas no quarto subcultivo, com
aproximadamente 10 e 30 mm de altura, foram inoculadas em tubos de ensaio
(25 mm x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MSY2, suplementado com
diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB) (0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 uM),
acrescido com 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 5 (altura inicial x concentra¢des de AIB) totalizando 10 tratamentos,
com oito repeticbes, cada uma constituida por uma unidade experimental. Aos
45 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes variaveis: numero de brotos (NB),
comprimento da parte area em cm (CPA), numero de folhas (NF), nimero de
raizes (NR) e matéria fresca e seca da parte area e da raiz (MFPA, MSPA, MFR
e MSR).

Apos 45 dias, as plantas enraizadas in vitro, com 110 mm de altura, foram
aclimatizadas, transferindo-se 20 plantas para tubetes (63 mm x 190 mm),
contendo substrato: solo (latossolo distréfico) + composto orgéanico (latossolo
amarelo, residuos de podas de arvores, esterco caprino e bovino), na propor¢ao
1:1 e mantidos em casa de vegetacdo com 70% de sombreamento. Apés 90 dias

de aclimatizadas foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia das plantas.
2.3 Condi¢des experimentais

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidroxido de sédio
(NaOH) ou &cido cloridrico (HCI) a 0,1 N, antes da autoclavagem a temperatura
de 121° C e presséo de 1 atm por 20 minutos. As inoculagdes foram realizadas
em camara de fluxo laminar para a manutencéo de condigéo asséptica, utilizando

frascos borel (252 mm x 329 mm) com tampas de plastico e filme plastico de
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policloreto de vinila (PVC). As condi¢cBes experimentais da sala de crescimento
para cultivo in vitro de hibrido 11648 foram temperatura de 25 * 3 °C, fotoperiodo

de 16 horas e radiacéo fotossintética ativa de 60 umol m2 s,

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados mediante a andlise de variancia, testando-se
as médias pelo teste de Tukey e andlise de Regressdo, para os fatores
gualitativos e quantitativos, respectivamente. Para obtencédo de distribuicdo
normal, quando necessario, os dados foram transformados utilizando a analise
box-cox, a 5% de significancia. Para as variaveis em que os dados ndo seguiram
uma distribuicdo normal, optou-se apenas por descrever. O software RStudio
(RStudio Team 2020) foi usado para realizar as andlises estatisticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

3. Multiplicagéo in vitro de Agave sisalana

3.1 Estabelecimento in vitro de segmentos de pseudocaule de agave

hibrido 11648 utilizando a técnica TCL com concentracdes de BAP

Houve efeito altamente significativo (p < 0,01) da concentracdo de BAP
para a variavel Tnp e significativa (p < 0,05) para as variaveis % OX, CPA, NF,
MFPA e MSPA. A interacdo da posicao de tTCLs x concentracdo de BAP foi
significativa (p < 0,05) para o NB. Os fatores analisados n&o foram significativos
para porcentagem para as variaveis % C e % H.

O processo de desinfestacdo e o0 uso de explante tTCLs mostraram ser
eficientes no estabelecimento in vitro de agave hibrido 11648, pois néo foi
verificado contaminacdo nos explantes e estes induziram alta taxa de
multiplicagdo. Todavia, notou-se oxidagdo nos explantes, ocorrendo a maior
porcentagem (50%) no controle (Figura 4). Os explantes oxidados
apresentaram-se pouco responsivos e, a depender do grau de oxidacdo, quando
muito severo nao responderam, exibindo coloragao escura. O processo ocorrido

pode ser devido a desinfestacdo, com o uso de produtos quimicos ou a
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manipulacdo durante corte do explante (Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006),
resultando na liberacdo de compostos fendlicos inibindo o crescimento do

explante (Cid e Teixeira, 2014).
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Figura 4. Porcentagem de oxidacdo em explantes de tTCLs provenientes de
plantas de hibrido 11648 cultivados em meio de cultura MSY em
funcéo das concentracdes de BAP. *Médias seguidas pelas mesmas
letras mindsculas nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste

de Tukey.

O sucesso da técnica de micropropagacao tem como seu ponto de partida
a recomendacédo de um protocolo de assepsia e estabelecimento in vitro com o
maior numero de explantes assépticos e maior sobrevivéncia dos explantes para
as etapas seguintes (Fermino Junior et al. 2009). Nessa perspectiva 0s
resultados foram promissores para o estabelecimento do Agave hibrido 11648,
conforme observado em A. tequilana Weber (Portillo et al. 2007). Estes autores
usaram como fonte de explantes sementes e rizomas, 0s quais foram
estabelecidos somente usando alcool etilico 96% e hipoclorito de sédio a 3%.

A inducédo de brotos nos explantes tTCLs iniciou-se no décimo quinto dia,
no qual o explante apresentou um aumento de area e coloracéo verde clara. O
maior numero de brotos (45,17 brotos por planta) foi verificado na concentracao
de 13,32 uM de BAP, exibindo diferenca entre as médias somente em relacéo

ao controle (Figura 5).
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Figura 5. Numero total de brotos em explante tTCL provenientes de pseudocaule de
plantas de hibrido 11648 cultivados em meio de cultura MS% com diferentes

concentracoes de BAP.

O resultado obtido € promissor, pois em espécies do género Agave, como
fonte de explante basel. e base, a literatura relata taxas inferiores de
multiplicacdo. Em A. sisalana, Rios (2007) utilizou explante base %2, e obteve
10,78 brotos por explante na concentracéo de 44,4 uM de BAP. Na espécie A.
americana, com explante base, foi relatada a indugéo de 18,5 brotos por explante
na concentragdo 13,32 uM de BAP (Chen et al. 2014). Estes autores concluiram
gue os explantes tTCLs séo eficientes para inducdo de organogénese direta. Em
Brasilidium forbesii, Gomes et al. (2015) observaram que os explantes ITCLs
foram mais eficientes em regenerar protocormos (24,6 protocormos por
explante) do que tTCLs em explante com 1 mm de espessura (21,3 protocormos
por explante). Wattanapan e Meesawat (2018) também obtiveram alta taxa de
multiplicacéo (46,67 brotos) em Paphiopedilum callosum var. sublaeve ao utilizar
como fonte de explante tTCL com espessura de 0,5-0,6 mm.

A inducéo de brotos ocorreu em todas as posi¢coes de explantes tTCLs,

verificando-se reduc&o no numero de brotos com o0 aumento das concentracdes,
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exceto para os explantes tTCLs MI, que exibiram melhor responsividade para
MI1 e menor em explantes tTCLs BA. Na concentracdo de 13,32 uM de BAP, os
explantes tTCLs Ml1 induziram o maior numero de brotos (19,17 brotos por
explante), mas néao diferindo estatisticamente dos explantes tTCLs AP e Ml2. Na
concentracdo de 26,64 uM de BAP, os explantes tTCLs ndo exibiram diferenca
entre as médias, com maior indugcédo em Ml (10,83 brotos por explante), similar
ao observado na concentracédo de 39,96 uM de BAP. Os explantes tTCLs Ml1
induziram maior proliferagdo de brotos (12 brotos por explante), mas nao
apresentaram diferenca estatistica entre os explantres tTCLs Mlz e BA. Porém,
na concentracdo mais elevada de BAP, somente MI1 obteve melhor resposta
(19,33 brotos por explante) (Tabela 4). A Figuras 5A e 5B ilustra os brotos
advindos de explantes tTCLs.

Foi observado nos tTCLs a formagéo de células na superficie do tecido,
com coloracdo amarelo-esverdeado, que apos transferidas para novo meio de

multiplicacdo emitiram brotacdes (Figura 5C).

Tabela 4. Numero de brotos em funcdo da posicao de tTCLs de plantas de
hibrido 11648: regido apical (AP), regido mediana (Ml1 e Ml.) e regido

basal (AB) submetidas a diferentes concentracdes de BAP.

NuUmero de brotos

BAP (M) AP M1 M2 BA

0,0 0,50 aA 0,0 aB 0,67 aAB 0,0 aA
13,32 9,83 abA 19,17 aA 12,67 abA 3,50 bA
26,64 4,67 aA 10,83aA 6,33 aAB 4,0 aA
39,96 1,17 bA 12,0 aA 7,67 abAB 5,83 abA
53,28 5,67 bA 19,33aA  3,5bB 0,17 bA
CV (%) 100,21

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem entre
si estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A resposta de explantes de tTCLs foi influenciada pelos niveis de
regulador vegetal, com reducédo na inducéo de brotos proporcional ao aumento
deste, e a melhor resposta foi com 0s explantes posicionados proximos das

regides do meristema apical.
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As citocininas promovem o aumento do numero de brotos através da
guebra da dominancia apical e da proliferacdo de zonas meristematicas
(Kyozuka, 2007), pois estdo envolvidas no processo de divisdo celular das
plantas, participam da sintese de DNA e controlam o ciclo celular (Gaspar et al.,
2003). Entretanto, a inducéo ou a inibicdo dos processos morfogénicos in vitro,
também dependem da capacidade das células em reagir a sinais especificos
(George, 2008).

Conforme Monja-Mio e Robert (2013), a analise histoldgica em segmentos
de tTCLs em Agave fourcroydes mostrou que as camadas apicais (AP e MI)
contém mais tecido meristematico do que as camadas basais, que sao derivados
do meristema primario procambio e protoderme, comportamento semelhante ao
observado neste estudo, como o Agave hibrido 11648, que apresentou maior
inducéo de brotos de explantes tTCLs AP, Ml1 e Mla.

Para numero de folhas, a concentracdo de 39,96 uM de BAP promoveu
melhor resposta (2,99 folhas por explante), entretanto, diferiu estatisticamente
somente do controle (1,17 folhas por explante) (Figura 6). As folhas emitidas
apresentaram boa qualidade, coloracdo verde clara e sem anomalias ou

presenca de hiperidricidade.



117

Figura 5. Multiplicacéo in vitro de hibrido 11648 utilizando segmentos de pseudocaule
(tTCLs) submetidos a diferentes concentracdes de BAP em meio de cultura
MS%. A e B — Explantes na concentragdo de 13,28 pM de BAP e setas
amarelas indicando tTCLs apical (AP), tTCLs mediana (Ml1 e Mly), tTCLs
basal (B); C— Formacéo de células na superficie do tecido (seta vermelha) e
inducéo de brotos.
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Figura 6. Numero de folhas de plantas de hibrido 11648 cultivados em meio de cultura

MS¥2 com diferentes concentragdes de BAP.

Comportamento similar ao numero de folhas foi observado para
comprimento da parte area, na concentracao de 39,96 uM de BAP que promoveu
0 maior (28,55 mm) comprimento das brotacdes, diferindo estatisticamente
somente do controle (7,83 mm) (Figura 7). Em A. americana, a concentracéo de
13,32 uM de BAP proporcionou maior emissao de folhas e comprimento da parte
aérea (Chen et al. 2014).

Esse efeito para numero de folhas e comprimento da parte area,
demonstrou que o regulador vegetal BAP, nas concentracfes avaliadas, néo
expressou acao inibitéria no desenvolvimento das plantas de hibrido 11648. As
citocininas estimulam a formacdo e o crescimento da parte aérea até uma
determinada concentracdo, que variam de acordo com as exigéncias de cada
espécie. Conforme, Taiz e Zeiger (2004) estas induzem a divisdo celular e
proliferacdo de brotos, mas dependendo da sua concentracdo, pode inibir o

efeito da auxina que induz o alongamento das células vegetais.
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Figura 7. Comprimento da parte aérea de plantas de hibrido 11648 cultivados em meio

de cultura MSY%2 com diferentes concentragfes de BAP.

O acumulo de matéria fresca foi semelhante entre os tratamentos, ndo
apresentando diferenca entre as médias (2,22 mg), exceto, para a concentracéo
de 26,64 uM de BAP, que proporcionou 0 menor acumulo de biomassa fresca
(0,99 mg) nas plantas (Figura 8).

Em contrapartida, o acimulo de massa seca teve comportamento distinto,
apresentando valor superior (1,3 mg) na concentracéo de 13,32 uM de BAP, que
diferiu estatisticamente somente da concentracdo de 53,28 uM de BAP, que
proporcionou 0 menor acumulo de matéria seca (0,65 mg) (Figura 9).
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Figura 8. Matéria fresca da parte area de plantas de hibrido 11648 cultivados em meio
de cultura MS% com diferentes concentracfes de BAP. *Médias seguidas
pelas mesmas letras minasculas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 9. Matéria seca da parte area de plantas de hibrido 11648 cultivados em meio
de cultura MSY2 com diferentes concentracdes de BAP. *Médias seguidas
pelas mesmas letras minUsculas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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E possivel inferir, com base nas varidveis analisadas, que as plantas
podem ser estabelecidas in vitro, somente com uso de hipoclorito de sodio a
2,5% e direto em meio de cultura de multiplicacdo, otimizando o tempo e
reduzindo os custos para obtengdo de mudas. A concentracdo de 13,32 uM de
BAP promoveu excelentes respostas para inducdo de brotos, com os explantes
tTCLs AP, Ml1 e Mlz.

4. Multiplicacéo in vitro com subcultivos de Agave hibrido 11648

Os fatores isolados concentragfes de BAP e o subcultivo foi significativa
(p £ 0,01) para a variavel NB. Para a variavel NF, a interacéo entre os fatores
concentracado de BAP x subcultivo mostrou efeito significativo (p < 0,05). Para a
variavel % H, os dados n&o seguiram distribuicdo normal. O fator isolado
subcultivo foi significativo (p < 0,01) para variavel CPA.

A emissdao de brotos durante o periodo de subcultivo foi influenciada pelas
concentracbes de BAP e numero de subcultivos. O maior nimero de brotos
(10,04 brotos por explante) foi observado nas concentracfes de 13,32 uM e
26,64 uM de BAP (9,25 brotos/explante) (Figura 10).

Numero de brotos
5

[ I
6.66 13.32 19.98 26.64 39.96 53.28

Concentracdes de BAP (uM)

Figura 10. Numero de brotos em plantas de hibrido 11648 cultivados em meio de cultura

MSY2 com diferentes concentracfes de BAP.
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O aumento no numero de brotos foi proporcional ao aumento do nimero
de subcultivos. Na primeira transferéncia, a média foi de 5,01 brotos por explante
e na quarta transferéncia, média de 12,13 brotos por explante (Figura 11),

verificando crescimento correspondente a 142,12%.
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Figura 11. Nimero de brotos em plantas de hibrido 11648 cultivadas em meio de cultura
MSY2 com diferentes concentracfes de BAP. S1 — primeiro subcultivo; S2 —

segundo subcultivo; S3 — terceiro subcultivo; e S4 — quarto subcultivo.

Esse resultado evidenciou que, as transferéncias para meio de cultura de
multiplicacdo promoveram efeito positivo, estimulando a proliferacédo de brotos,
possivelmente porque as citocininas atuam na inducdo da divisdo celular e
organogénese (Howell et al., 2003). Entretanto, estudos demonstram que a
inducado de brotos também depende da capacidade do tecido em responder aos
estimulos externos em sinergismo com contetdo enddégenos de regulador
vegetal, podendo ocorrer a inducéo ou inibicdo do processo, como verificado em
Tecomella undulata (Varshney e Anis, 2011), Agave angustifolia (Duarte-Aké et
al., 2016) e Alcantarea nahoumii (Silva et al., 2020).

A Tabela 5 mostra os valores referentes ao somatério de niumero de

brotos em cada subcultivo (NBs) numero de brotos totais (Tns) € crescimento
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geométrico apOs quatro transferéncias para meio de multiplicacdo. A
concentracéo de 13,32 uM de BAP produziu o maior nimero de brotos em cada
subcultivo, seguida da concentracdo de 26,64 uM de BAP. Ao final de quatro
transferéncias, o nimero de brotos totais correspondeu a 482,0 e 472,0 brotos,
nas concentracdes de 13,32 uM e 26,64 uM de BAP, respectivamente, um
crescimento de 3.916,67 %, em relacdo ao numero de brotos iniciais (12,0
brotos). Embora os resultados para obtencdo de brotos ao longo dos quatro
subcultivos seja satisfatoria, ao analisar o potencial propagativo, percebe-se
baixa taxa de crescimento (Tabela 5). Isso ocorre porque a taxa de multiplicacéo
entre 0s subcultivos mostrou pouca variacdo. A Figura 12 mostra brotacdes
advindas do subcultivo via organogenese direta.

Durante o periodo de subcultivo foi observado a formacgéo de estruturas
gue indicam a ocorréncia de inducdo de brotos via organogénese indireta (Figura
13) a partir do terceiro subcultivo. Essa resposta, ndo é desejavel para protocolos
de micropropagacéo, pois podem ser fontes de variacdo somaclonal.

Foi observado a formacdo de pequenas células na base do explante,
formando estruturas semelhantes a cultura nodulares de coloracdo branca
esverdeada (Figura 13A), e essas massas diferenciaram em brotos adventicios
(Figura 13B). Também houve a inducédo de células com aspecto friaveis de
coloragéo branca e esverdeada, as quais induziram estruturas semelhantes a
embriGes somaticos em estagio globular (Figura 13C). Estudos em espécies do
género Agave relatam a obtencao de estruturas anélogas as observadas neste
trabalho, com A.sisalana (Das,1992), A.tequilana (Portillo et al., 2007), hibrido
11648 (Zhang et al., 2013), A.sisalana (Carneiro et al., 2014), A.angustifolia
(Reyes-Diaz et al., 2017) e A.americana (Lecona-Guzman e Reyes-Zambrano,
2017). Ressalta-se a importancia de analise histologica para confirmacédo da via

de formacéo dessas estruturas obtidas em explantes do hibrido 11648.



Tabela 5. Numero de brotos iniciais (NB), nimero total de brotos nos subcultivos (Tnss), nUmero de

brotos total ao final de cada subcultivo (Tns) e crescimento geométrico de plantas de

H.11648 em meio MS%: com diferentes concentracdes de BAP e subcultivos.

NUmero de brotos (Tngs)

Crescimento geométrico

NB; S1 S2 S3 Ss T nb Si1-S2 S3-S2 S4-Ss

BAP (uM)

6,66 12 530 890  101,0 1390 3820 086 024 0,63
13,32 12 90,0  109,0 1340 1490 4820 031 036 0,18
1998 12 40 690 880 1330 3320 029 042 064
26,64 12 770 1190 1190 1570 4720 029 045 0,50
39,9 12 440 1030 1030 1610 4110 100 047 076
5328 12 550 91,0 1040 1340 3840 085 024 0,40
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Figura 12. Brotacdes de hibrido 11648 em meio de cultura MSY2 submetidos a
diferentes concentragfes de BAP apds quatro subcultivos. A- Brotagdes
com folhas com inicio de senescéncia (seta preta). B - Brotacdes

hiperidricas (seta preta).

Foi verificado também a formacédo de brotos adventicios originados da
base das folhas (Figura 13E), evidenciando que nesse tipo de explante, quando
fornecido o estimulo correto, as células competentes podem induzir brotos.
Esses dados estdo de acordo com os verificados por Chen et al. (2014) que
induziram brotos a partir de folhas de A. americana, utilizando BAP e ANA.
Contudo, também foi relatada a inducdo de calos, com posterior regeneracao de
brotos, a partir de folhas imaturas do hibrido 11648 em meio de cultura com BAP
combinado com ANA e 2,4-D (Zhang et al., 2013), e em A. sisalana na presenca
de BAP (Hazra et al., 2002). Essas observagcbes permitem inferir que as
citocininas em explantes de hibrido 11648 modulam o processo de obtencéo de
brotos independentes da via de organogénese em sinergismo com outros
reguladores vegetais endégenos.

Conforme Sriskandarajah et al. (2006), durante o subcultivo os niveis de
horménios enddgenos (equilibrio de auxinas e citocininas) podem mudar e

afetam o potencial de organogénese ou a via de organogénese, dependendo da
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espécie. A homeostase hormonal depende da atividade enzimatica (como a

citocinina oxidase/desidrogenase), que também é especifico para cada espécie.

Figura 13. Inicio de formagé&o de culturas nodulares na base de brotagdes (CN) (A).
Explante com formagé&o de brotagdes adventicias via organogénese indireta
(AD) e cultura nodulares (CN) (B). Explante com estruturas globulares
semelhantes a embrides sométicos (EM) e calos friaveis (CF) (C). Brotacfes
adventicias originadas dos calos friaveis (D). Formacédo de broto adventicio
advindo de base foliar (E). Explante com calos friaveis, cultura nodulares e
brotos adventicios (F) em explantes de agave hibrido11648 cultivado em

meio de cultura MSY2, com diferentes concentracdes de BAP.
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Para numero de folhas, nos subcultivos em cada nivel de BAP, houve
diferenca estatistica somente na concentracdo de 39,96 uM de BAP, com maior
emissao de folhas (3,25 folhas por explante) na terceira transferéncia e 53,28
uM de BAP (3,83 folhas por explante), no quarto subcultivo (Figura 14). As folhas
do agave hibrido 11648 nado apresentaram deformacfes durante o periodo
avaliado de subcultivo, exibindo colaracdo verde clara e algumas plantas com
indicio de senescéncia, que pode estar associado a alta concentracdo de

regulador vegetal e ao estresse oxidativo provocado pelo ambiente de cultivo in

vitro.
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Figura 14. Numero de folhas de plantas de hibrido 11648 em funcao dos subcultivos
em meio de cultura MSY% acrescido de regulador vegetal BAP. *Médias
seguidas pelas mesmas letras minlsculas ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. S1 — primeiro subcultivo; S2 —

segundo subcultivo; S3 — terceiro subcultivo; e S4 — quarto subcultivo.

Embora, na fase inicial de multiplicagcdo in vitro ndo tenha ocorrido
hiperidricidade, os subcultivos promoveram o surgimento da hiperidricidade, com
maior porcentagem (37,50%) na segunda transferéncia. A formacao de plantas
hiperidricas no género Agave foram descritos em A. sisalana (Nikam et al., 2019)

e Agave fourcroydes (Caraballo et al., 2010).
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As sucessivas transferéncias para meio de multiplicacdo causaram a
reducdo no comprimento da parte aérea. A maior meédia (32,1 mm) foi observada
no primeiro subcultivo. A partir do segundo subcultivo, ndo houve diferenca entre
as médias, com comprimento de 20,91 mm das brota¢des no quarto subcultivo
(Figura 15), permitindo inferir que elevadas concentracdes de citocinina
reduziram de maneira significativa o tamanho das brotacdes no cultivo in vitro,

indicando possivel efeito fitotoxico do regulador vegetal BAP.
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Figura 15. Comprimento da parte aérea de plantas de hibrido 11648 submetidos a
guatro subcultivos em meio de cultura MSY%2 acrescido de regulador vegetal
BAP. S1 — primeiro subcultivo; S2 — segundo subcultivo; S3 — terceiro

subcultivo; e S4 — quarto subcultivo.

Conclui-se que a concentragao de 13,32 uM de BAP foi eficiente para
promover a inducdo de brotos no agave hibrido 11648, até quatro transferéncias
para meio de multiplicacdo. Os sucessivos subcultivos implicam na formacao de
estruturas similares a culturas nodulares com inducéo de brotos adventicios e
calos friaveis. Recomenda-se a anadlise de fidelidade genética dos brotos

advindos dos subcultivos.
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Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de plantas de agave hibrido 11648

A concentracdo de AIB mostrou efeito significativo (p < 0,05) para NF.
Para NR, a interacdo concentracdo de AIB x altura inicial das brotacdes foi
significativa (p < 0,05). A altura inicial das brotagdes teve efeito significativo (p <
0,01) para CR e (p < 0,05) para as variaveis MFPA, MFR e MSR e
asconcentragdes de AlB foi significativa (p < 0,01) apenas para MSR. Para NB,
CPA, MSPA os fatores analisados néo foram significativos.

Apés quatro subcultivos, os brotos foram transferidos para meio
enriquecido com auxina, para induzir a rizogénese. A auxina otimizou o
enraizamento da cultura, porém altas concentracdes indicaram decréscimo para
as variaveis de crescimento e o fator tamanho inicial das brotacdes influenciou
de forma positiva 0 processo de rizogénese.

A inducéo de brotagdes laterais ndo foi observada com a adicéo da auxina
AIB no meio de cultura ou na auséncia desta. As auxinas atuam na manutengao
da dominancia apical inibindo a formacdo de brotos laterais. Os resultados
indicam que supostamente ocorreu equilibrio entre os niveis enddgenos
citocinina/auxina nao favoravel a inducao de novas brotacdes.

O comprimento da parte aérea ndo diferiu com as concentracdes de AlB,
em relacdo ao controle. A altura inicial das brotacées também néao influenciou no
crescimento das plantas, obtendo-se a média de 119,4 mm de altura, denotando
gue o acumulo de citocinina devido as transferéncias para o0 meio de
multiplicacdo com BAP n&o inibiu o crescimento, ao ser transferido para meio
iIsento ou com auxina. As citocininas podem inibir o efeito da auxina que induz o
alongamento das células vegetais (Taiz e Zeiger, 2004). Entretanto, para o agave
hibrido 11648, o balanco entre as concentracdes enddgenas de reguladores
vegetais auxina/citocinina foi suficiente para estimular o crescimento da planta.

A emisséo de folhas reduziu com o aumento das concentracdes de AlB,
representado pelo modelo quadratico descendente, obtendo o nimero maximo
de folhas (5,44 folhas por explante) na concentracéo de 6,96 uM de AlB, ou seja,
altas concentragfes de auxina promoveram a inibicdo de emisséo de folhas em
brotacdes de hibrido 11648 (Figura 16).
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Figura 16. Namero de folhas de plantas de hibrido 11648 cultivadas em meio de cultura

MS¥2 com diferentes concentragfes de AlB.

As folhas possuiam aspecto vigoroso com tonalidade verde e sem
expressdo de senescéncia foliar ou anomalias. O ndmero e o vigor das folhas
sdo fatores importantes para posterior fase de aclimatizacdo, pois garantem uma
melhor adaptacéo apos transplante para condi¢cfes ex vitro e sobrevivéncia das
plantas.

A taxa de enraizamento ndo variou para os fatores analisados, obtendo
100% de inducéo de raizes. Zhang et al. (2013) obtiveram em brotos do agave
hibrido 11648, regenerados via organogénese indireta, com 98,33% de
enraizamento, em meio desprovido de regulador vegetal. O namero de raizes
variou em relacdo a altura inicial das brotacfes, interagindo com as
concentracdes de AIB. Ao utilizar brotos com tamanhos iniciais de 10 mm de
altura ndo houve diferenca entre as médias. Em contrapartida, ao inocular brotos
com 30 mm de altura, obteve-se 0 aumento no nimero de raizes, proporcional

ao aumento das concentracdes de AIB, conforme modelo linear (Figura 17).
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Figura 17. Numero de raizes em plantas de hibrido 11648 com altura inicial de 30 mm
de altura cultivadas em meio de cultura MSY2 com diferentes concentracdes
de AIB.

A partir da concentracao 6,0 uM de AIB, os explantes com tamanho inicial
de 30 mm de altura apresentaram maior inducdo de raizes, observando na
concentracéo de 12,0 uM de AIB a formagéo de 13,88 raizes por explante, e nos
explantes com altura inicial de 10 mm a menor média (8,62 raizes por explante)
(Figura 18). Em brotos regenerados do agave hibrido 11648, via organogénese
indireta, a melhor resposta para niamero de raizes (8,91 raizes por explante) foi
obtida na maior concentracdo de AIB (24,6 uM), utilizando explantes com altura
de 5a 8 cm (Zhang et al., 2013).

O comprimento da raiz reduziu linearmente com o0 aumento das
concentracdes de AIB (Figura 19). Isso indica que altas concentragbes de AIB
promovem o aumento na emissé@o de raizes, mas inibem o crescimento desta.
Zhang et al., (2013) observaram no enraizamento de brotos desse hibrido 11648,
0 maior comprimento da raiz (8,44 cm) em meio isento de regulador vegetal. Em,
A. americana, 0 aumento da concentracdo de AIB promoveu 0 maior

comprimento e numero de raizes (Chen et al., 2014).
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A matéria fresca da parte aérea néo foi influenciada pelas concentracdes
de AIB, mas sim, de maneira positiva pelo tamanho inicial das brotacoes,
observando maior acimulo de matéria fresca (1,31 g) em explantes com 30 mm
de altura em comparacao aos explantes com 10 mm de altura (0,9819) (Figura
20). Entretanto, o acimulo de biomassa seca da parte aérea ndo diferenciou
entre as concentracdes e altura inicias das brota¢cdes, confirmando os dados
obtidos para comprimento da parte aérea. Em A. fourcroydes, o aumento de AIB
reduziu a massa fresca dos brotos (Caraballo et al., 2010), enquanto que em A.
angustifélia, a maior massa fresca (6,4 g) e seca (0,37 g) foram obtidas nas

plantas cultivadas com 4,92 uM de AIB (Rios-Ramirez et al., 2017).
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Figura 18. Numero de raizes de plantas de hibrido 11648, cultivadas em meio de
cultura MS%2 com diferentes concentracbes de BAP. *Médias seguida
pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 19. Comprimento da parte aérea de plantas de hibrido 11648 cultivadas em meio

de cultura MSY% com diferentes concentracdes de AlB.
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Figura 20. Matéria fresca da parte aérea de plantas de hibrido 11648 em funcéo da
altura inicial dos brotos cultivadas em meio de cultura MS% com diferentes

concentracdes de AIB.
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As concentracfes de AIB nao influenciaram no acumulo de massa fresca
da raiz, porém apresentaram melhores resultados (0,375 g) com os explantes de
30 mm de altura, em comparagédo aos de 10 mm (0,277 g) (Figura 21). Ao
contrario do verificado para a massa fresca, houve reducdo na massa seca da
raiz, com o aumento dos niveis de AIB, representado pela equacdo quadratica
descendente. O maior acumulo de matéria seca (0,0317 g) ocorreu na

concentragéo de 5,63 pM de AIB (Figura 22).
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Figura 21. Matéria fresca da raiz de plantas de hibrido 11648 em funcéo da altura inicial
dos brotos em meio de cultura MSY%, submetidos a diferentes concentracdes
de AIB.

Os explantes de 30 mm de altura exibiram maior acumulo de massa seca
(0,0315 g), enquanto que os explantes de 10 mm apresentaram menos massa
(0,0214 g) (Figura 23). Em Ananas comosus L. Merril o AIB n&o influenciou no
processo de rizogénese e os melhores resultados para massa seca da parte

aérea e raiz foram obtidos em meio isento de AIB (Oliveira-Cauduro et al., 2016).
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dos brotos, cultivadas em meio de cultura MSY2 com diferentes
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E provavel que os explantes maiores sejam mais responsivos devido a
condicao nutricional, por apresentarem maior teor de carboidratos e de auxinas
enddgenas (Mayer et al., 2002; Pizzatto et al., 2011), otimizando o crescimento
da parte aérea e raiz. As plantas enraizadas in vitro estdo representadas na
Figura 24A.

Figura 24. Plantas de hibrido 11648 enraizadas in vitro submetidas a diferentes
concentracdes de AIB (A). Plantas aclimatizadas apds 90 dias de

transplante (B).

Apoés 45 dias em meio de cultura de enraizamento, as mudas com 110
mm de altura e sistema radicular bem desenvolvido foram transferidas para casa
de vegetacdo, sem passar por uma fase de rustificagcdo e sem utilizacdo de
cobertura com recipientes plasticos. Aos trinta dias apos a transferéncia das
condicdes in vitro para ex vitro, observou-se o surgimento de folhas novas. A
taxa de sobrevivéncia ap6s 90 dias de aclimatizacao foi de 100%, com plantas
morfologicamente bem desenvolvidas e adaptadas as condi¢des ex vitro (Figura
24B), indicando que ndo ha necessidade de pré-aclimatizacdo, diminuido os

custos e tempo para producdo de mudas.

CONCLUSOES



137

1. O processo de desinfestacdo com hipoclorito de sédio e alcool 70 é eficiente,
mostrando ndo ser necessario a utilizacdo de tratamentos com fungicidas e
antibidticos.

2. Os explantes tTCLs nas posicbes tTCLs AP, Ml e M2 podem ser
estabelecidos direto em meio de cultura MS% com a presenca de 13,32 uM de
BAP obtendo ganho (otimizando) de tempo ao utilizar a fase de estabelecimento
para inicio da multiplicacéo dos brotos, sem periodo de adaptacéo in vitro.

3. Na etapa de subcultivo, os explantes sdo mais responsivos para indugéo de
brotos na presenca de 13,328 uM de BAP.

4. O aumento do numero de subcultivos induziu a formacdo de culturas
nodulares e calos friaveis.

5. Para inducéo de rizogénese, ndo é necessario o uso de AIB e explantes com
tamanhos iniciais de 30 mm apresentaram melhor resposta.

6. A taxa de sobrevivéncia apos aclimatizacao foi de 100%, gerando plantas

morfologicamente bem desenvolvidas e adaptadas as condi¢des ex vitro.
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ARTIGO 3

CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE Agave sisalana SOB

CONDICOES DE CRESCIMENTO LENTO

L Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico
Biodiversity and Conservation, em versao na lingua inglesa.
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Resumo: A demanda por fibras naturais incentiva a expansdo do mercado de
sisal (Agave sisalana). A conservacdo de germoplasma de sisal € essencial na
manutencdo da diversidade genética e como ferramenta para as pesquisas na
area de selecdo, melhoramento e propagacao in vitro da espécie. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os agentes osmaoticos manitol e sorbitol, e o inibidor de
crescimento paclobutrazol nas respostas morfologicas e no desenvolvimento de
protocolos para a conservacédo in vitro de A. sisalana. Foram realizados dois
experimentos para a conservagao in vitro: 1- avaliagéo de sorbitol e manitol, nas
concentragcbes 0,0; 87,0; 1740 e 261,0 mM, com 87,0 mM sacarose,
correspondente aos potenciais osmaticos -0,217; -0,437; -0,655 e -0,873 MPa; e
2 - avaliacao do paclobutrazol (PBZ) nas concentracdes 0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0;
15,0 yM. O manitol na concentragdo de 261,0 mM (-0,873 MPa) promoveu
crescimento lento da cultura, com reducéo de 288,59%, quando comparado ao
controle, e ndo influenciou na porcentagem de regeneracao e multiplicacdo das
plantas ap6s 12 meses de cultivo. O paclobutrazol na concentracéo de 15,0 uM
proporcionou reducao de 93,52% na altura das plantas, em relagédo ao controle
e também néo interferiu na porcentagem de regeneracdo e multiplicacdo das
plantas. Manitol e paclobutrazol mostraram ser eficientes para conservacao in
vitro, mantendo a viabilidade do explante e sobrevivéncia das plantas apos
aclimatizacdo. Esse é o primeiro estudo relatando estratégias de conservacgao
de germoplasma de A. sisalana.

Palavras-chave Cultivo in vitro. Crescimento lento. Morfogénese. Conservacao

ex situ.
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Abstract: The demand for natural fibers encourages the expansion of the sisal
market (Agave sisalana). The conservation of sisal germplasm is essential in
maintaining genetic diversity and as a tool for research in the area of selection,
improvement and in vitro propagation of the species. The objective of this work
was to evaluate the osmotic agents mannitol and sorbitol, and the growth inhibitor
paclobutrazol in the morphological responses and in the development of
protocols for the in vitro conservation of A. sisalana. Two experiments were
carried out for in vitro conservation: 1- evaluation of sorbitol and mannitol, in
concentrations 0.0; 87.0; 174.0 and 261.0 mM, with 87 mM sucrose,
corresponding to the osmotic potentials -0.217; -0.437; -0.655 and -0.873 MPa;
and 2 - evaluation of paclobutrazol (PBZ) at concentrations 0.0; 3.0; 6.0; 9.0;
12.0; 15.0 yuM. Mannitol at a concentration of 261.0 Mm (-0.873 MPa) promoted
slow growth of the crop???, with a reduction of 288.59%, when compared to the
control, and did not influence the percentage of plant regeneration and
multiplication. Paclobutrazol at a concentration of 15.0 uM provided a reduction
of 93.52% in plant height, in relation to the control and also did not interfere in the
percentage of plant regeneration and multiplication. Mannitol and paclobutrazol
proved to be efficient for in vitro conservation, maintaining explant viability and
plant survival after acclimatization. This is the first study reporting on A. sisalana

germplasm conservation strategies.

Keywords In vitro cultivation. Slow growth. Morphogenesis. Ex situ conservation.
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INTRODUCAO

Agave sisalana Perrine conhecida popularmente como sisal produz a
principal fibra vegetal dura para o mercado brasileiro e mundial. No cenério
internacional, o Brasil € o maior produtor e exportador de fibra de sisal (FAO,
2020). A producéo de fibra de sisal na regido semiarida da Bahia, no Brasil,
detém 94,43% da producao brasileira (FAO 2020; IBGE 2020), esta cultura tem
um papel social e econdmico fundamental, constituindo-se como principal fonte
de renda na agricultura familiar e na industria da fibra, sendo importante agente
de fixacdo do homem na regido semiarida.

A fibra de sisal é utilizada tradicionalmente na producédo de cordéis,
cordas, corddes, fios, tecidos, tapetes, diversos artesanatos e seus derivados na
indastria quimica e farmacéutica (Botura et al. 2013; Zhang et al. 2014; Maran e
Priya 2015). Recentemente, novas demandas por fibras naturais estdo
expandindo os mercados de sisal, em aplicacdes de maior valor, como papel,
compaositos reforcados e compdésitos plasticos (FAO 2020).

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente em maximizar o uso
de materiais de plantas de agave para outros fins, como para aplicacbes em
alimentos, forragem, ensilagem, agricultura, medicina, energia, meio ambiente,
téxteis, cosméticos e estética, visto que a maior parte de sua biomassa pré e
pés-producdo € desperdicada (Pérez-Zavala et al. 2020). O sisal e outras
espécies de agaves apresentam potencial para producdo de biocombustiveis,
sendo consideradas plantas estratégicas na atual situacdo de mudancas
climaticas com aquecimento global (FAO, 2020), por apresentarem o0
metabolismo CAM (Abraham et al. 2016; YIN et al. 2018), que lhes garante a
resisténcia a condi¢des climaticas de elevadas temperaturas e escassez de agua
e crescerem em solos considerados marginais, solos que ndo séo utilizados para
outras culturas.

Porém, a producdo de sisal na Bahia tem enfrentado um forte declinio,
com reducao de 55,79% na producéo de fibras de sisal, em 2016 a producao foi
de 180.948 toneladas (IBGE, 2021) e em 2021 reduziu para 80.000 toneladas
(FAO, 2021). A reducéo é reflexo de problemas de natureza tecnolégica, com
relacdo a tecnologias de plantio e manejo do solo e agua, producdo de mudas,
prevencdo e manejo fitossanitario e questdes socioecondémicas. A reproducdo
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do sisal por via sexual é limitada pela escassa producdo de sementes, sendo em
sua maioria ndo viaveis. A propagacdo do sisal é predominantemente
assexuada, pela emissédo de rebentos e bulbilhos. Outro fator que dificulta a
propagacdo da cultura, € o agente patogénico Aspergillus welwitschiae, que
causa a podriddo vermelha do sisal (Duarte et al. 2018), impactando
negativamente a cadeia produtiva de sisal, principalmente nas ultimas décadas.

E fundamental, para o correto desenvolvimento dessa cultura, que sejam
desenvolvidas tecnologias para producdo de mudas saudaveis (Holtum et al.
2011; Rodriguez-Garay e Rodriguez-Dominguez, 2018; Marone et al. 2020), e
gue sejam introduzidas novas espécies e variedades de forma a enriquecer os
bancos de germoplasma. A partir disso sera possivel identificar as melhores
cultivares para os diferentes usos e regides, o que poderd tornar a agaveicultura
uma das grandes fontes de biomassa (Marone et al. 2020).

A biotecnologia, em particular a cultura de tecidos, €, portanto, a melhor
opcado para o melhoramento dos agaves usados para fins comerciais. Uma
contribuicdo extremamente importante dessas técnicas esta relacionada a
conservacao de espécies ameacgadas de extincdo e a manutencao de linhagens
potencialmente Uteis para melhorias futuras e a busca de novos usos para esse
grupo de plantas muito importante, mas ainda nao totalmente explorado (Monja-
Mio et al. 2019). Por ser uma cultura que predomina em ambientes aridos e
semiaridos, 0s genes consistem em um recurso potencial para a engenharia
genética de outras culturas agronomicamente importantes cultivadas em climas
adversos (Pérez-Zavala et al. 2020).

A cultura de tecidos vegetais contribui para a producdo de mudas com
boa qualidade fitossanitaria, assim como possibilita a preservacédo de material
genético in vitro, para uso em programas de melhoramento genético, permitindo
assim, a selecdo de gendtipos que expressem maior produtividade, resisténcia
a seca, a doencas, dentre outras caracteristicas agronémicas.

A conservacao in vitro € uma estratégia que mantém as plantas de forma
gue possam permanecer sob condicdo de laboratério com o minimo de
manipulacdo possivel, garantindo assim a identidade genética do material e a
gualidade fitossanitaria (Almeida et al. 2002; Engelmann, 2011;
Santos et al. 2011; Reed et al. 2013). O material vegetal conservado in vitro nao

fica exposto a diferentes condi¢des abibticas, como na conservacgao in situ ou ex
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situ (cole¢des vivas no campo), podendo estar disponivel ao longo de todo o ano
(EI-Bahr et al. 2016). Esta técnica consiste na manutencao das plantas em meio
de cultura em condic¢des de crescimento minimo pela manipulacao de diferentes
fatores que reduzam o metabolismo da planta. Esses fatores podem ser desde
minimizar a disponibilidade de agua no meio, pelo uso de osmorreguladores,
como galactose, maltose, sorbitol, dentre outros, até o uso de reguladores
vegetais como o ABA (&cido abscisico), substancias retardantes de crescimento
como o paclobutrazol, além da modificacdo nas condicbes de incubacdo da
cultura, a exemplo da reducdo da temperatura e da luminosidade (Engelmann
2011).

O sistema de crescimento minimo €é vantajoso por permitir o
prolongamento entre os intervalos dos subcultivos sem afetar a viabilidade das
plantas (Ashmore 1997; Pérez-Molphe-Balch et al. 2012; Silva et al. 2016). Além
disso, o material vegetal pode ser mantido com sucesso no mesmo meio de
cultura por periodo de um a cinco anos, a depender da espécie e do método
usado (Reed et al. 2011; Pérez-Molphe-Balch et al. 2012; Pacheco et al. 2016).

Alguns relatos bem-sucedidos de crescimento lento in vitro para os
agaves foram reportados para as espécies ameacgadas Agave bracteosa, A.
chiapensis, A. nizandensis, A. ornithobroma, A. peacockii, A. titanota e A. victoria
reginae, e para espécies exploradas de forma ndo sustentavel. A. cupreata, A.
karwinskii e A. potatorum, usado para a producéo de "mezcal”, (Pérez-Molphe-
Balch et al. 2012), com a utilizacdo de agentes osmoticos ao meio de cultura
como o manitol ou sorbitol.

O paclobutrazol tem sido uma alternativa em protocolos de conservacao
por atuar inibindo a sintese de giberelina (Soumya et al. 2017), com resultados
satisfatorios na conservacdo de Solanum tuberosum, ‘Grande Naine’ (Musa
AAA) (Albany et al. 2005), Anadenanthera colubrina (Nepomuceno et al. 2007),
Syringa x hyacinthiflora (Cui et al. 2009), Saccharum spp. (Bello-Bello et al.
2014). Na literatura ndo ha relatos com a utilizacdo deste agente retardante de
crescimento para agaves. A eficacia desta técnica varia de acordo com as
caracteristicas fisiologicas da espécie a ser conservada. Embora ndo haja
procedimento padrao para todos os genotipos de todas as espécies, 0S sucessos
obtidos tém sido animadores, e sera possivel desenvolver um método adequado

de crescimento lento para novas espécies. Contudo, ressalta-se a necessidade
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de conhecer melhor os efeitos desses agentes no desenvolvimento,
metabolismo e morfologia das plantas nas fases subsequentes de regeneracao,
multiplicacdo e aclimatizacéo, pois pode afetar o crescimento, o rendimento,
integridade da membrana, contetdo de pigmentos, ajuste osmotico e atividade
fotossintética (Anjum et al. 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os agentes osméticos manitol e
sorbitol e o inibidor de crescimento paclobutrazol na inducdo do crescimento
lento de Agave sisalana, visando a conservagao in vitro como alternativa de

conservagao ex situ.

MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta de bulbilhos de Agave sisalana (Figura 1A) foi realizada na regiédo
sisaleira do semiarido baiano, nos municipios de Valente (Latitude: 11° 24' 41"
Sul, Longitude: 39° 27' 48" Oeste) e Conceicdo do Coité (Latitude: 11° 33' 41"
Sul, Longitude: 39° 17' 10" Oeste), Bahia, Brasil.

2.2 Conservacao in vitro de Agave sisalana utilizando agentes osmoticos

Os bulbilhos foram estabelecidos e multiplicados in vitro conforme Rios et
al. (2007). Ap6s a multiplicacdo, os brotos foram transferidos para meio de
cultura MSY2 (Murashige e Skoog 1962) livre de reguladores de crescimento. Ao
final de 30 dias, os brotos formados foram reduzidos (7,0 mm x 3,0 mm) e
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MSYz (Figura
1D), acrescido de sorbitol (Sr) e manitol (Mn) nas concentra¢des: 0,0; 87,0;
174,0; 261,0 mM, com 87,0 mM de sacarose (Sc) e solidificado com 0,8% de
agar. As concentracfes dos agentes osmoticos foram correspondentes aos
potenciais osméticos: -0,217; -0,437; -0,655 e -0,873 MPa (Tabela 1), os quais
foram calculados através da equacao Van't Hoff's (Paiva Neto e Otoni, 2003).
Equacao:

Wo = -CiRT

onde,
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C — Concentracédo do soluto

| — Constante de ionizagao

R — Constante de gases (0,00831 kg MPa mol* K1)
T — Temperatura (°C).

Tabela 1 Concentragdes e potenciais osmaoticos de manitol e sorbitol combinado

com sacarose na conservacao in vitro de Agave sisalana.

Osmotic agents (mM)

Sacarose (Sc) Mannitol (Mn) Sorbitol (Sr) Potencial osmético
(MPa)

87,0 -—-- -—-- -0,217

87,0 87,0 -0,437

87,0 174,0 ---- -0,655

87,0 261,0 ---- -0,873

87,0 87,0 -0,437

87,0 -—-- 174,0 -0,655

87,0 -—-- 261,0 -0,873

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com
esquema fatorial 2 x 3 + 1 (dois agentes osmdticos, trés concentracdes e
controle), totalizando sete tratamentos, com oito repeticdes, cada uma
constituida de quatro unidades experimentais. A cada trimestre fez-se a
avaliacdo das plantas, durante o periodo total de 12 meses.

Realizou-se também a regeneracédo dos brotos conservados, subcultivos,

enraizamento e aclimatizacao das plantas (Figura 1).

2.3 Conservagao in vitro de Agave sisalana utilizando inibidor de

crescimento paclobutrazol

Os bulbilhos, apos 60 dias de estabelecidos in vitro, foram incisados
reduzindo-se as folhas e o pseudocaule (7,0 mm x 3,0 mm) e em seguida
inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MSYz (Figura

1D) acrescido de paclobutrazol (PBZ) nas concentracées: 0,0; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0;
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15,0 uM, suplementado com 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,8% de
agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC)
constituido de cinco concentracdes de paclobutrazol e controle, totalizando seis
tratamentos, com oito repeticbes, cada uma constituida de quatro unidades
experimentais.

A cada trimestre foi efetuada a avaliagdo das plantas, durante o periodo
total de 12 meses. Realizou-se também a regeneracéo dos brotos conservados,

subcultivos, enraizamento e aclimatizacdo das plantas (Figura 1).

2.4 Variaveis analisadas

As variaveis avaliadas para os dois experimentos foram: porcentagem de
sobrevivéncia (%S), comprimento da parte area em cm (CPA), niumero de folhas
verdes (NFV), numero de folhas senescentes (NFS), numero de brotos (NB),
porcentagem de plantas hiperidricas (%H), nimero de raizes (NR), massa fresca
e seca da parte area e da raiz (MFPA, MSPA, MFR e MSR). As variaveis foram
avaliadas trimestralmente, exceto para massa fresca e seca das plantas, as

guais foram analisadas no final de doze meses de conservacéo in vitro.

2.5 Regeneracéo in vitro de plantas de Agave sisalana conservadas in vitro

Para avaliar a capacidade de regeneracdo das plantas conservadas in
vitro, foram retiradas seis plantas de cada tratamento (agentes osméticos e
inibidor de crescimento), trimestralmente, durante doze meses de conservacao
in vitro. As plantas conservadas foram reduzidas, ficando apenas com a regiao
basal do pseudocaule (base inteira), cujo tamanho final foi de aproximadamente
10,0 mm de altura e foram inoculadas em frascos contendo 40 mL de meio de
cultura MSY2, acrescido de 53,28 uM de BAP, suplementado com 87,0 mM de
sacarose e solidificado com 0,7% de &gar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 3 + 1 (dois agentes osmoticos x trés concentracées mais o
controle). No experimento com o inibidor de crescimento paclobutrazol, foram

avaliadas cinco concentragcdes mais o controle, totalizando seis tratamentos,
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com quatro repeticdes, cada uma constituida de duas unidades experimentais.

A cada 45 dias de cultivo foi avaliada a porcentagem de regeneracao (% R).

2.6 Multiplicacéao in vitro de plantas de Agave sisalana conservadas in vitro

As plantas provenientes da regeneracdo in vitro (apds 45 dias) foram
reduzidas e o pseudocaule segmentado em duas metades (base Y2) com
aproximadamente 10,0 mm de altura e inoculado em frasco tipo borel contendo
40 mL de meio de cultura MSY2, acrescido de 53,28 uM de BAP, suplementado
com 87,0 mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2 x 3 + 1 (dois agentes osmoéticos x trés concentracdes e o
controle) e para o PBZ foi constituido de cinco concentragfes mais o controle,
totalizando seis tratamentos. Os experimentos foram compostos por quatro
repeticdbes, cada uma constituida de duas unidades experimentais. Foram
realizados trés ciclos de multiplicacdo bimestral, sendo avaliado o numero de

brotos a cada subcultivo.

2.7 Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de plantas de Agave sisalana

conservadas in vitro

Plantas obtidas do terceiro subcultivo com aproximadamente 4,0 cm de
altura foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura
MS¥2 sem regulador vegetal, acrescido com 87,0 mM de sacarose e solidificado
com 0,7% de agar.

Apos 45 dias, as plantas foram aclimatizadas, transferindo-se 10 plantas
de cada tratamento para tubetes (63 mm x 190 mm), solo (latossolo distréfico) +
composto organico (latossolo amarelo, residuos de podas de arvores, esterco
caprino e bovino), na propor¢cao 1:1 e mantidos em casa de vegetacdo com 50%
de sombreamento. Apés 90 dias de aclimatizadas foi avaliada a porcentagem de

sobrevivéncia das plantas.

2.8 Condicdes experimentais
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O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 com hidréxido de sédio
(NaOH) ou éacido cloridrico (HCI) a 0,1 N, antes da autoclavagem a temperatura
de 121° C e presséo de 1 atm por 20 minutos. As inoculagdes foram realizadas
em camara de fluxo laminar para a manutencéo de condi¢éo asséptica, os tubos
de ensaio (25 mm x 150 mm) fechados com filme plastico de policloreto de vinila
(PVC) e os frascos borel (252 mm x 329 mm) com tampas envolto com PVC.

As condi¢gbes experimentais da sala de crescimento para cultivo in vitro
de A. sisalana foram temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 horas e

radiacdo fotossintética ativa de 60 pumol m2 s,

2.9 Analise estatistica

Os dados foram avaliados mediante a anélise de variancia, testando-se
as médias pelo teste de Scott-Knott e analise de Regresséo, para os fatores
gualitativos e quantitativos, respectivamente. Para obtencdo de distribuicdo
normal, quando necessario, os dados foram transformados utilizando a anélise
box-cox, a 5% de significAncia. Para as variaveis em que os dados ndo seguiram
uma distribuicdo normal, optou-se apenas por descrever. O software RStudio

(RStudio Team 2020) foi usado para realizar as analises estatisticas.
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Figura 1 Plantas de Agave sisalana com inflorescéncia (A). Inflorescéncia com bulbilhos
(B). Plantas ap6s sessenta dias de estabelecidas in vitro (C). Explante em meio
de cultura MS % acrescido de agentes osmoticos ou paclobutrazol (D).
Organograma com as etapas até a aclimatizacéo in vitro de plantas de A.
sisalana (E).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Conservacao in vitro de Agave sisalana utilizando agentes osmaéticos

Durante o periodo de conservacao in vitro, houve sobrevivéncia de 100%
das plantas, independentemente do tempo e do agente osmatico utilizado. Este
resultado em A. sisalana foi superior ao relatado por Pérez-Molphe-Balch et al.
(2012) para espécies do género Agave, com 80% de sobrevivéncia das plantas
apos 10 meses de cultivo em meio de cultura com manitol ou sorbitol combinados
com sacarose.

Pode-se observar, ao longo do tempo de conservacao in vitro, que o
comprimento da parte aérea das plantas de sisal continuou aumentando,
independentemente do tipo de agente osmoético utilizado. Contudo, verificou-se
gue a partir dos 180 dias, esse crescimento foi mais lento (Figura 2), indicando
gue néo houve efeito deletério dos agentes osmoéticos no alongamento celular.

A desaceleragdo do metabolismo de A. sisalana foi evidenciada pelo
crescimento mais lento das plantas, com o aumento das concentracdes de
agentes osmoéticos. O manitol mostrou-se mais eficiente na inibicdo do
crescimento das plantas de sisal do que sorbitol. Na maior concentracdo de
manitol (261,0 mM), correspondente ao potencial osmético -0,873 MPa, as
plantas apresentaram o menor comprimento da parte aérea (2,57 cm), quando
comparado ao controle (-0,217 MPa) (9,98 cm), com reducédo de 288,59% na
taxa de crescimento (Tabela 2) (Figura 3A). Pérez-Molphe-Balch et al. (2012)
observaram também a reducéo na taxa de crescimento em espécies do género
Agave na presenca de 145,0 mM manitol ou sorbitol. Os agentes osméticos
também promoveram o crescimento mais lento em espécies e subespécies do

género Turbinicarpus (Cactaceae) (Pérez-Molphe-Balch et al. 2012).
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Figura 2 Comprimento médio da parte aerea de plantas conservadas in vitro de Agave
sisalana em funcéo do tempo, em meio de cultura MSY%2 suplementado com

manitol e sorbitol, associados a sacarose.

O crescimento minimo em A. sisalana esta relacionado ao modo de acao
dos agentes osmoticos, quando adicionados ao meio de cultura, os quais
removem o excesso da agua intracelular, por gradiente osmotico, reduzindo o
potencial hidrico, ocasionando a diminuicdo da absor¢céo de agua e de nutrientes
do meio de cultura, o que consequentemente reduz o metabolismo da planta.

Além disso, a resposta observada in vitro pode ser reflexo do
comportamento da espécie no ambiente natural, pois sdo espécies adaptadas a
regibes semiaridas, em que a disponibilidade de &gua determina ciclos de
crescimento e dorméncia, sendo também regulado pela acumulagdo de
metabdlitos como prolina, e outros compostos osmoprotetores, dentre estes, o
manitol (Pérez-Molphe-Balch et al. 2012).
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Tabela 2 Comprimento da parte area (CPA), niumero de folhas verdes (NFV), matéria fresca e seca da parte aerea (MFPA e MSPA),

e matéria fresca e seca da raiz (MFR e MSR) de plantas de Agave sisalana com diferentes concentracdes de manitol e

sorbitol, associado a sacarose, ap0s 12 meses de conservagao in vitro.

Agente osmoético (mM) YS (MPa) CPA(mm) NFV MFPA (mg) MSPA (mg) MFR (mg) MSR (mg)
Sc Mn Sr

87,0 - - -0,217 9,98 a 6,26 a 23,01 a 15,67 b 527b 0,58 b
87,0 87,0 - -0,437 548 c 599 a 17,90 a 17,43 b 513b 0,60 b
87,0 174,0 - -0,655 4,30 d 4,06 b 4,81b 0,49 ¢ 1,47 c 0,29 c
87,0 261,0 - -0,873 2,57 e 3,97 b 4,43 b 0,96 ¢ 0,60 c 0,18 c
87,0 - 87,0 -0,437 8,56 b 549 a 20,60 a 14,22 b 4,14 b 0,60 b
87,0 - 174,0 -0,655 7,61 b 591a 19,26 a 21,78 a 559 b 0,81 b
87,0 - 261,0 - -0,873 5,46 ¢ 4,10b 599 b 13,70 b 11,38 a 1,76 a

CV (%) 33,64 20,62 26,36 34,00 33,26 34,97

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Sc - sacarose;

Mn - manitol; Sr - sorbitol.
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A eficiéncia do manitol regulando o crescimento da espécie in vitro € um
indicativo da acdo deste atuando como substrato para enzimas de translocacéo
(Dumschott et al. 2017), com efeito no crescimento e particionamento de
recursos (Turgeon et al. 2009), e seu acumulo resulta na melhor tolerancia ao
estresse abibtico, mecanismo de adaptacdo que contribui para tolerar o déficit

hidrico no habitat natural.

87Sc 87Sr 174Sr 261Sr 87Mn 174Mn Zéanﬁ

i

Figura 3 Plantas cultivadas em meio de cultura Ms% com sacarose (Sc), manitol (Mn)
e sorbitol (Sr) aos 12 meses de cultivo in vitro (A). Brotos com hiperidricidade
in vitro (B). Brotos regenerados in vitro (C). Plantas aclimatizadas de Agave

sisalana (D).
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O modelo linear crescente (Figura 4) indica o aumento do numero de
folhas verdes, independente dos agentes osmoticos testados, com o declinio
tendo inicio no final do periodo de cultivo (365 dias), que esta relacionado a

senescéncia das folhas.
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Figura 4 Namero de folhas verdes de plantas conservadas in vitro de Agave sisalana
em funcdo do tempo submetidas a diferentes concentracbes de agentes

osmoticos: manitol e sorbitol associados a sacarose.

Observou-se a reducao do namero de folhas verdes, com o aumento das
concentragfes de manitol e sorbitol. O menor niumero de folhas verdes (3,9; 4,06
e 4,10) ocorreu nas plantas mantidas no meio de cultura com 261 mM e 174 mM
de manitol e 261 mM de sorbitol, respectivamente (Tabela 2).

A reducgdo no numero de folhas é um mecanismo de defesa na tolerancia
a seca, o0 que provavelmente ajuda a planta a absorver menos luz e, portanto,
tem menos superficie de transpiracdo (Akbarpour et al. 2017). Além disso,
reducdes no suprimento hidrico inibem o crescimento do caule e a expansao
foliar, estimulando preferencialmente o alongamento das raizes (Taiz et al. 2017)

para melhor absorcédo de 4gua e nutrientes.
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Foi observado que as menores médias para o acumulo de massas fresca
e seca da parte aérea e de raiz ocorreram nos potenciais osmaoticos mais
elevados (Tabela 2). Esses resultados indicam que no potencial mais elevado de
manitol a producéo de fotoassimilados e incorporagéo de esqueletos de carbono
ocorrem de forma mais lenta. Conforme, Pace et al. (1999) o crescimento inicial
lento ocorre porque as plantas gastam grande parte da energia para emissao de
raizes pela planta, sendo as raizes nesta fase o dreno preferencial dos
fotoassimilados. Quando o potencial da 4gua é reduzido nas raizes, ocorre um
rapido ajuste osmoético, auxiliando o restabelecimento da pressao de turgor e
permitindo a manutencdo do alongamento celular. Em contraste, o ajuste
osmotico nas folhas ocorre mais lentamente, levando a diminuicdo ou a parada
da extensdo das paredes celulares e ao menor crescimento da parte aérea
(Hsiao e Xu, 2000).

O surgimento de folhas senescentes foi verificado ao longo do tempo de
cultivo observando inicio do processo de senescéncia a partir do sexto més. Nao
houve diferenca estatistica para o numero de folhas senescentes na
concentragcdo de manitol com maior potencial osmético (-0,873 MPa), durante o
intervalo de tempo de cultivo, exibindo o menor nimero de folhas senescentes
(0,31). Entretanto, para as demais concentracdes, observou-se aumento de
folhas senescentes proporcional ao tempo de cultivo, representado pelo modelo
linear crescente. O maior numero de folhas senescentes (3,20) foi obtido nas
concentracfes com o menor potencial osmotico -0,217 MPa de sacarose e -
0,437 MPa de sorbitol (Figura 5). As folhas em estagio de senescéncia
apresentavam amarelecimento, ndo sendo verificada em nenhum tratamento a
absciséo foliar.

O aparecimento de folhas senescentes pode estar correlacionado com a
reducdo da disponibilidade de nutrientes, que causa a translocacao destes das
folhas maduras para as folhas jovens. De acordo com George et al. (2008), ao
longo do ciclo, a concentragcdo de alguns elementos nas folhas aumenta
enquanto a de outros decresce, ocorrendo translocagéo de nutrientes de 6rgaos
senescentes para regides de crescimento das plantas, como folhas novas e
estruturas reprodutivas. A quantificacédo do inicio de senescéncia das folhas é de

extrema importancia para protocolos de conservacao, pois indica quando as
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plantas devem ser transferidas para um novo meio de cultura antes de ocorrer o

processo de perda de viabilidade dos explantes.
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Figura 5 Numero de folhas senescentes de plantas conservadas in vitro de Agave

sisalana em funcdo do tempo submetidas a diferentes concentracfes de

agentes osmoticos: manitol (mn) e sorbitol (sr) associados a sacarose (sc).

O agente indutor de estresse osmotico manitol foi eficiente na promogéo
do crescimento minimo in vitro de plantas de A. sisalana. O comprimento da
parte aérea, acimulo de massa fresca e seca e numero de folhas senescentes
sdo variaveis essenciais para avaliar o desempenho das espécies conservadas
in vitro. As duas primeiras indicam se esta ocorrendo o crescimento minimo, em
consequéncia da desaceleracdo do metabolismo das plantas, e a terceira
variavel indica o estado fisiologico da planta, sinalizando quando a planta
comeca a senescer, e, se inicia a perda de viabilidade.

A emissao de brotos foi verificada em todos os tratamentos, obtendo maior
ndamero de brotos na concentracdo com o potencial -0,437 MPa de sorbitol. A
emissdo de brotos pode ser um efeito residual de BAP adicionado na fase de

multiplicacdo. Resultado similar foi observado em Agave spp., ap0s conservadas
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in vitro por dez meses, 0s autores constataram formacédo de brotos laterais nas
plantas in vitro ao suplementar o meio de cultura com manitol e sorbitol (Pérez-
Molphe-Balch et al. 2012).

A adicdo de agentes osmaoticos no meio de cultura ndo promoveu inibicdo
de emisséao de raizes, observando aumento proporcional ao tempo de cultivo. O
aumento no numero de raizes para as concentracdes com potenciais -0,217 MPa
e -0,437 MPa, ao longo do tempo de cultivo, foi representado pelo modelo
guadraticas descendente, constatando o maior nimero de raizes (17,5). Para os
potenciais -0,655 MPa e -0,873 MPa, o modelo que melhor se ajustou foi o linear
crescente (Figura 6). A concentracdo correspondente ao potencial de -0,873

MPa de manitol, ndo apresentou diferenca entre os tempos de cultivo.
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Figura 6 Numero de raizes de plantas conservadas in vitro de Agave sisalana em fungéo
do tempo submetidas a diferentes concentracdes de agentes osmoticos:

manitol (Mn) e sorbitol (Sr) associados a sacarose.

A restricdo hidrica afeta o consumo de carbono e energia pela parte aérea,
favorecendo uma distribuicdo maior de assimilados vegetais para o sistema
radicular, levando a um crescimento preferencial das raizes e limitando o

crescimento da parte aérea (Taiz et al. 2017). Para A. sisalana, o aumento da
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restricdo hidrica ndo favoreceu ao aumento do numero de raizes, pois o maior
namero de raizes foi observado no menor potencial osmotico (-0,2167 MPa).

Nesse estudo foram observados brotos com hiperidricidade, verificando
maior porcentagem (41%) no potencial de -0,473 MPa, com manitol, néo
diferindo de -0,837 MPa com ambos os agentes osmaticos e -0,655 MPa com o
sorbitol. As plantas de A. sisalana com hiperidricidade exibiram folhas verde clara
e escura, aparéncia vitrea, targidas e frageis, caracteristicas morfologicas tipicas
de plantas com hiperidricidade (Figura 3B).

Em um estudo, Nikam et al. (2019) mostraram que A. sisalana é uma
planta suscetivel ao excesso de agua e a incluséo de baixos niveis de agentes
indutores de estresse osmotico NaCl e PEG no meio de cultura é benéfico para
reverter brotos com hiperidricidade. Entretanto, ao utilizar os agentes indutores
de estresse osmatico manitol e sorbitol estes néo inibiram a formacéo de plantas
com hiperidricidade.E possivel que, em A. sisalana, este fenémeno também
esteja associado a outros fatores como excesso de sais minerais (fonte de
nitrogénio, cloreto etc..), estresse oxidativo e baixa densidade de fluxo de fotons.

A cada noventa dias foi realizada a retomada de crescimento das plantas
conservadas in vitro, com o objetivo de analisar a viabilidade do explante.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica para porcentagem de regeneracao,
independente do tempo de cultivo e das concentracdes de agentes osmoticos
testados, observando-se 100% de inducdo de brotacbes. As plantas sob
conservagao in vitro mantiveram a capacidade de regeneracdo, nao
influenciando no potencial morfogénico. A inducdo e crescimento de novas
plantas, a partir do material conservado in vitro, levou aproximadamente 30 dias
(Figura 3C).

A porcentagem de regeneracao é uma variavel importante para verificar a
viabilidade do explante apds o periodo de conservagédo in vitro. Em A. sisalana
€ possivel manter o potencial morfogénico das plantas até os doze meses de
cultivo analisados com a utilizacdo de agentes osmoticos, sem a necessidade de
subcultivos. Resultados similares foram reportados por reportados por Pérez-
Molphe-Balch et al. (2012) para Agave spp. com taxa de regeneracao entre 78%
a 86 %, variando em funcéo das espécies apds dez meses de conservacao in

vitro.



166

As plantas regeneradas in vitro foram multiplicadas por trés ciclos de
cultivo. Notou-se aumento do numero de brotos em fungcéo dos subcultivos, com
maior inducdo de brotos (204,45) no terceiro subcultivo, correspondente ao
aumento de 3.150% em relagdo ao primeiro subcultivo (6,29). Essa resposta
sinalizou que independente dos agentes osméticos ou concentracdes avaliadas,
ndao houve interferéncia no potencial morfogénico das plantas, e que a
conservacdo da espécie é viavel pelo periodo de doze meses, sem a
necessidade de transferir as plantas para um novo meio de cultura (Figura 7).
Resultados semelhantes foram obtidos apds 24 meses de conservagdo de
acessos de Ananas comosus, com aumento do nimero de brotacbes com os
subcultivos (Silva et al. 2016).
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Figura 7 Numero de brotos de plantas de Agave sisalana em funcdo dos subcultivos
submetidos a diferentes concentracdes de agentes osméticos associados a

sacarose em meio de cultura MSYA.

As plantas ap0s o terceiro subcultivo foram enraizadas em meio isento de
regulador vegetal, observando crescimento e formacao de raizes em todas as
plantas. Estas foram aclimatizadas, e apds 90 dias constatou-se 100% de

sobrevivéncia das plantas sem nenhuma anomalia, com plantas bem
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desenvolvidas apos o periodo de quatro meses em casa de vegetacao (Figura
3D).

O estudo permitiu inferir que ao adicionar no meio de cultura o agente
osmaotico manitol na concentracdo 261,0 mM correspondente a -0,873 MPa,
promoveu desaceleramento do metabolismo implicando no crescimento mais
lento e manutencao da viabilidade da cultura, gerando um protocolo eficiente
para ser usado na manutencdo da espécie em banco de germoplasma por um

periodo de 12 meses.

3.2 Conservacdo in vitro de Agave sisalana utilizando inibidor de

crescimento paclobutrazol

A adicdo de paclobutrazol no meio de cultura para promover o
crescimento lento de plantas de A. sisalana nao interferiu na porcentagem de
sobrevivéncia, verificando que ndo houve diferenca estatistica entre as
concentragOes testadas, obtendo 100% sobrevivéncia das plantas durante o
periodo de doze meses de conservagao.

Em todas as concentracfes de BPZ houve crescimento mais lento da
cultura, embora o aumento da concentracdo tenha proporcionado a maior
reducdo no comprimento da parte area. A concentracdao de 15,0 uM de PBZ
causou crescimento mais lento das plantas (7,5 cm), quando comparado ao
controle (14,5 cm), representado pelo modelo linear (Figura 8), constatando
reducdo de 93,52% na altura das plantas. A Figura 9A mostra a reducdo do
crescimento de plantas conservadas em meio de cultura acrescido com PBZ.

O crescimento minimo das plantas provavelmente esta associado a
reducdo das divisbes celulares e alongamento celular, devido a inibicdo da
sintese de giberelina, hormbénio que atua na extensdo da parede e alongamento
celular (Taiz e Zaiger 2009). O paclobutrazol inibe a atividade da ent-caureno
oxidase, enzima na via biossintética de GA que catalisa a oxidacdo do ent-
caureno em acido ent-caurendico (Kondhare et al. 2014). O resultado obtido para
A. sisalana é similar ao reportado para as espécies A. colubrina (Nepomuceno
et al. 2007), Syringa x hyacinthiflora (Cui et al. 2009), Dendrobium nobile (Z. Wen

et al. 2013), com reducé&o na altura das plantas, com o uso de PBZ.
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Figura 8 Comprimento da parte area de plantas plantas de A. sisalana conservadas in
vitro durante 365 dias em meio de cultura MSY2 suplementado com diferentes

concentracdes de paclobutrazol

O aumento do numero de folhas foi proporcional ao tempo de cultivo,
conforme modelo quadratico ascendente (Figura 10), indicando que ha emisséo
de folhas durante todo periodo avaliado.

Observou-se reducao no numero de folhas verdes, com o aumento nas
concentracdes de PBZ, representado pelo modelo quadratico descendente, com
menor emissao de folhas na concentracédo de 15,0 uM de PBZ (Figura 11). O
PBZ pertence a classe dos triaz6is que tém varios efeitos morfoldégicos nas
folhas, dentre eles, a reducdo da &rea foliar, mas aumenta a cera epicuticular,
largura e espessura (Fletcher et al. 2010; Gao et al. 1987) e, portanto, a massa
seca das folhas por unidade de area é aumentada (Fletcher et al. 2010; Davis et
al. 1988). Em Syringa x hyacinthiflora, o nimero de folhas verdes e a area foliar
foi reduzida quando tratadas com paclobutrazol (Cui et al. 2009).

As folhas em A. sisalana, emitidas nos tratamentos com paclobutrazol,
possuiam coloracgéo verde escuro (Figura 9A) e, na concentracdo de 15,0 uM de
PBZ, as folhas tinham aspecto mais espesso. Folhas com coloracdo verde

escura podem ser indicativo do efeito estimulante de PBZ na diferenciacdo do
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plastideos e biossintese de clorofila, bem como a prevencéo de degradacédo de
clorofila simultaneamente (Fletcher et al. 1982; Hazarika et al. 2000). Essas
caracteristicas também foram reportadas em Syringa x hyacinthiflora (Cui et al.
2009) e, Dendrobium nobile ( Wen et al. 2013).

Figura 9 Plantas de A. sisalana submetidas a diferentes concentrac8es de paclobutrazol
em meio de cultura MS%.: Plantas conservadas apés 12 meses (A). Plantas

hiperidricas (B). Brotos regenerados (C). Plantas aclimatizadas (D).
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Figura 10 Namero de folhas verdes de plantas de Agave sisalana conservadas in vitro
durante 365 dias em meio de cultura MS%: suplementado com diferentes

concentracdes de paclobutrazol.
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Figura 11 Namero de folhas verdes de plantas de Agave sisalana conservadas in vitro
em meio de cultura MSY% submetidas a diferentes concentragbes de
paclobutrazol apdés 12 meses de cultivodiferentes concentracdes de

paclobutrazol.
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O uso de PBZ promoveu o retardamento da senescéncia em folhas de A.
sisalana. Em funcéo do tempo, observou-se que o numero de folhas senescentes
aumenta com o tempo de cultivo, conforme o modelo linear crescente (Figura
12), observando inicio do processo de senescéncia a partir do terceiro més de
cultivo, no controle, e no sexto més, em meio de cultura com PBZ. O menor
namero de folhas senescentes foi proporcional ao aumento das concentracées
de PBZ. Na concentracdo de 15,0 uM de PBZ, o aparecimento de folhas
senescentes foi menor (0,40) do que nas plantas mantidas em meio de cultura
isento de PBZ (1,66), representado pelo modelo linear decrescente (Figura 13).

A senescéncia tardia, a coloracdo das folhas verde escura e folhas mais
espessas sao particularidades relacionadas a acdo do PBZ, provavelmente
devido ao aumento do nivel enddégeno de citocininas através de seu efeito
secundario nas plantas (Fletcher et al. 2000), possibilitando maior alocacao dos
compostos intermediarios da sintese de giberelinas, para a producédo de maior
guantidade de fitol, parte essencial da molécula de clorofila e responsavel pelo
aumento desta (Chaney, 2004) e ao aumento na atividade de enzimas oxidativas

gue impedem a maturacgéo celular (Dewi et al. 2016).
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Figura 12 Numero de folhas senescentes de Agave sisalana conservadas in vitro
durante 365 dias em meio de cultura MSY suplementado com diferentes

concentracdes de paclobutrazol.



172

0 _
o 1.4466 — 0.0818x R’= 0.9474
S o |
3 o
= .
v
m —
m
=
2 o |
m —
5 »
g [To *
g o .
=3
=
o _|
° l [ | | |
0 3 6 9 12 15

Concentragdes de Paclobutrazol (u M)

Figura 13 Numero de folhas senescentes de plantas conservadas in vitro de Agave
sisalana submetidas a diferentes concentragées de paclobutrazol ap6s 12

meses de cultivo.

A maior emissao de brotos (3,71 brotos por explante) foi verificada na
concentracéo de 15,0 uM de PBZ, efeito relacionado possivelmente ao aumento
do nivel endégeno de citocininas, resposta induzida pela adicdo de PBZ no meio
de cultura. Esses brotos expressaram baixa porcentagem de folhas hiperidricas
(15,86%) (Figura 9B), o que pode estar associado a producdo de compostos
antioxidantes e melhorias no aparato fotossintético promovidos pelo PBZ.

Foi observado o aumento na emissdo de raizes, com o tempo de cultivo
em todas as concentragfes, conforme modelo linear crescente. Entretanto, a
maior emisséao de raizes (34,24) foi registrada no controle e o menor nimero de
raizes (19,44) na concentracao de 15,0 uM de PBZ (Figura 14). Conforme Davis
et al. (1988), os reguladores da classe dos triazéis podem influenciar o
crescimento da raiz, embora o efeito possa ser inibidor ou estimulador,

dependendo da planta e da concentracéo utilizada.
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Figura 14 Numero de raizes de plantas de Agave sisalana conservadas in vitro durante
365 dias em meio de cultura MSY suplementado com diferentes

concentracdes de paclobutrazol.

Foi observado para variavel massa fresca da parte aérea, a reducéo da
biomassa com o aumento das concentragdes, expressa pelo modelo quadratico
descendente (Figura 15). Embora, na concentracdo de 15,0 uM de PBZ tenha
sido registrada uma reducao no comprimento dos brotos, para matéria seca da
parte area ndo houve diferenca estatistica entre as concentragfes, o que talvez
esteja associado a emissdo de folhas mais espessas. Embora, o aumento da
concentracdo mostre uma menor emissao de raizes, verifica-se maior acumulo
de biomassa no tratamento com 15,0uM de PBZ, comportamento representado
pelo modelo quadratico descendente (Figura 16 e 17), possivelmente devido as
raizes apresentarem ramificacdes, caracteristico da espécie que possui sistema

radicular fasciculado.
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Figura 15 Matéria fresca da parte aérea de plantas conservadas in vitro de Agave
sisalana submetidas a diferentes concentragées de paclobutrazol apds 12

meses de cultivo.
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Figura 16 Matéria fresca da raiz de plantas conservadas in vitro de Agave sisalana

submetidas a diferentes concentracdes de paclobutrazol apos 12 meses de

cultivo.
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O maior acumulo de biomassa em raizes de A. sisalana estd em
concordancia com os resultados verificados em Dendrobium nobile (Wen et al.
2013), Syringa x hyacinthiflora (Cui et al. 2009), com PBZ no meio de cultura. Os
autores também relataram raizes significativamente mais grossas, entretanto,

em A. sisalana ndo foram observadas raizes mais espessas.
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Figura 17 Matéria seca da raiz de plantas conservadas in vitro de Agave sisalana
submetidas a diferentes concentracdes de paclobutrazol apds 12 meses de

cultivo.

As plantas cultivadas em meio de cultura com PBZ foram regeneradas
trimestralmente, ndo sendo verificado diferenca estatistica entre as
concentracbes e tempo de cultivo. Foi observado 100% de regeneracao,
permitindo afirmar que ndo ocorreu perda de viabilidade do explante para
formacé&o de novos individuos e retomada do crescimento (Figura 9C). Embora
as avaliagcdes tenham ocorridas com doze meses, a capacidade de regeneracéo

foi mantida até o periodo de 24 meses para todas as concentragdes, exceto para
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o controle (87,0 mM de sacarose), pois todas as plantas senesceram. A
sobrevivéncia e a manutencdo da viabilidade de A. sisalana, mostrou ser
possivel a manutencdo das plantas sem transferéncia ou subcultivo para novo
meio de cultura ao utilizar o paclabutrazol, por um periodo superior a doze meses
de cultivo.

As plantas regeneradas foram multiplicadas por trés ciclos subsequentes.
O numero de brotos aumentou em razdo dos subcultivos, obtendo a maior
inducdo de brotos (229,83) no terceiro subcultivo, isso corresponde a um
crescimento de 1.213,31% em relagéao ao primeiro subcultivo (17,50) (Figura 18).
Esse excepcional crescimento no numero de brotos torna claro que o
paclobutrazol néo interferiu no potencial propagativo da espécie, mantendo as

células competentes para indugdo de morfogénese viavel.
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Figura 18 Numero de brotos de plantas de conservadas in vitro de Agave sisalana em
funcdo dos subcultivos (S) submetidos a diferentes concentragbes de

paclobutrazol.

As plantas, apés o terceiro subcultivo, foram enraizadas em meio isento
de regulador, observando crescimento e formacdo de raizes em todas as

plantas. Estas foram aclimatizadas e, ap6s 90 dias, contatou-se 100% de
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sobrevivéncia das plantas sem nenhuma anomalia (Figura 9D), indicando que o
paclobutrazol pode ser utilizado para manté-las em conservacao in vitro, sem
afetar seu desenvolvimento pos-cultivo in vitro.

A concentracdo de 15,0 uM de PBZ promoveu desaceleramento do
metabolismo, implicando no crescimento mais lento, sem interferir na viabilidade
e potencial morfogénico das plantas apds um ano de cultivo in vitro. Em virtude
de as plantas permanecerem viaveis apés 24 meses, 0 protocolo gerado pode
ser utilizado na manutencdo da espécie em banco de germoplasma por um

periodo superior a 12 meses.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. O estabelecimento in vitro de explante tTCLs a partir de pseudocaule de
plantas dos gendtipos A. sisalana e hibrido 11648 pode ser realizado diretamente
em meio de cultura MSY2 suplementado com 13,32 uM de BAP (meio de
multiplicag&o in vitro), empregando somente alcool 70% e solu¢éo de hipoclorito
de sodio - NaOCl (2,5% de cloro ativo) na desinfestacdo dos explantes
originados de rebentos e bulbilhos.

2. A técnica tTCLs mostrou ser promissora para propagacao dos genétipos,
obtendo melhor resposta dos explantes nas posicdes AP e MI1 para A. sisalana
e AP, Ml1 e MIz para o hibrido 11648.

3. A multiplicacdo in vitro com quatro subcultivos, sendo realizados a cada
60 dias, em meio de cultura MSY2 suplementado com 13,32 uM de BAP para
ambos o0s genoétipos € indicada para obtencdo de mudas de qualidade e
quantidade.

4, As plantas advindas do subcultivo in vitro podem ser enraizadas utilizando
explantes com tamanhos de 30 mm de altura, sendo necessario o uso de AIB
somente para o genaotipo A. sisalana, na concentracdo 12 uM de AIB. As plantas
aclimatizadas apresentaram-se bem adaptadas as condi¢des ex vitro.

5. Para a conservacao in vitro de A. sisalana, por um periodo de 12 meses,
recomenda-se o0 agente osmatico manitol na concentracéo de 261 mM ou inibidor
de crescimento paclobutrazol na concentracdo de 15 uM, obtendo taxa de
sobrevivéncia de 100% ap0s aclimatizagéao.



