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RESUMO

As condi¢Bes de cultivo de in vitro, associadas a
histéria evolutiva das espécies, podem causar
hiperhidricidade, com consequente perda nas
brotagbes. Assim, torna-se necessario elucidar as
causas da hiperhidricidade e alteracdes
morfofisiolégicas de plantas hiperhidricas, de maneira
a estabelecer protocolos visando seu controle. O
presente trabalho buscou pesquisar, com base em
investigacéo bibliografica, as alteracdes
morfofisiologicas em plantas hiperhidricas e as
alternativas para controlar este processo.

Palavras chave: micropropagacgédo, morfofisiologia,
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ABSTRACT

Conditions in in vitro culture, plus the species
evolutionary history can cause hyperhydricity, which
consequent sprouting loss. Thus, it is necessary to
elucidate the hyperhydricity causes and
morphophysiological changes in hyperhydric plants, in
order to establish protocols to control. Thus, this study
aimed at recording, based on bibliographic research,
physical and physiological changes hyperhydricity
plants and alternatives to control this process.
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INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais baseia-se na
capacidade da totipoténcia das células a partir de um
explante (célula ou qualquer fragmento de tecido ou
6rgdo), permitindo a propagacdo de células ou

organismos, obtendo-se uma  nova planta
geneticamente idéntica & ancestral (TORRES et al.,
2000).

Esta técnica vem sendo utilizada na multiplicacao
de espécies de dificil propagagdo, como aquelas com
processo de desenvolvimento de frutos prolongado ou
que apresentam dorméncia de sementes (ANDRADE,
2002; RIBAS et al, 2005); na limpeza clonal
(FERREIRA et al., 1998; FIGUEIREDO et al. 2008); na
obtencao de gendétipos produtores de compostos

medicinais (COSTA et al. 2007; SIMOES, 1988); na
conservagdo e no intercambio de germoplasma; na
propagacdo comercial de plantas com potencial
econdmico (TORRES et al., 1998) e como ferramenta
auxiliar nos programas de melhoramento vegetal
(ANGRA et al. 1999; CARVALHO et al, 2007,
DANTAS et al., 2001; LATADO et al., 2002).

A otimizag&o do tempo de cultivo e a obtengéo de
caracteristicas genéticas esperadas dependem do
estabelecimento de um protocolo que combine
adequadamente os fatores da composicao do meio de
cultura e condi¢des de cultivo (KERBAUY, 1997). Uma
desordem em qualquer destes fatores pode culminar
em alteracdes  morfofisiolégicas nocivas ao
desenvolvimento da planta.

Uma importante desordem é a hiperhidricidade,
reportada pela primeira vez em 1981 por Debergh e
colaboradores como ‘vitrificagdo’, termo substituido por
‘hiperhidricidade’ pelos mesmos pesquisadores em
1992 (IVANOVA & STADEN, 2009). Neste estado a
planta apresenta desordens morfolégicas e fisioldgicas
decorrentes do elevado teor de agua no interior das
células e tecidos (ZIV, 1991), podendo atingir 60% dos
brotos micropropagados (ZIV, 1991; FONTES, 1998;
PARK et al., 2004).

Plantas hiperhidricas caracterizam-se
morfologicamente por apresentarem aspecto
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translicido, caules largos e engrossados em diametro
e com entrends mais curtos que os de plantas normais,
6rgdos menos verdes e facilmente quebraveis, menor
formacgéo de raizes ou 0 ndo enraizamento, hipertrofia
do mesofilo e do coértex do caule, hipertrofia das
células, maiores espacos intercelulares, falta de cera
cuticular, folhas grossas, frageis, alongadas e/ou
enrugadas e com alteracdes na densidade e
distribuicdo dos estbmatos, nas células-guarda, no
namero e espessura das camadas da epiderme e do
tecido parenquimatico e nas estruturas de defesa
mecéanica e quimica, além de desorganizacdo dos
tilacéides e baixo nimero de granas, menor nimero de
cloroplastos e menor quantidade de clorofila
(DEBERGH et al.,, 1981; FONTES et al., 1999;
FRANCK et al., 1998; GASPER et al., 1991; KEVERS
et al., 2004; KEVERS et al., 1984; OLMOS & HELLIN,
1998; SAEBO, et al. 1995; ZIV, 1991).

A auséncia de cera epicuticular, a anormalidade
estomatica, o reduzido desenvolvimento de tecido
palicadico (PICOLI et al., 2001) e o ndo funcionamento
dos estébmatos causam perda hidrica e dessecacdo em
plantas transferidas para condigcbes ex vitro
(DEBERGH et al., 1992), fazem com que o explante
ndo sobreviva a aclimatagéo, fase muito importante da
micropropagacdo (BERTONI et al., 2006), além de
afetar a sobrevivéncia e adaptacdo das plantas apés
sua transferéncia para o solo, implicando no
aumentando da suscetibilidade a contaminagdo por
fungos e produtos quimicos (REUTHER, 1990 Apud
RADMANN et al., 2001).

O presente trabalho buscou realizar uma
investigacdo bibliogréfica a fim de descrever as
alteracdes fisiologicas de plantas hiperhidricas e as
alternativas para controlar este processo.

DESENVOLVIMENTO

Fatores que favorecem a ocorréncia de
hiperhidricidade

Dentre os fatores internos que causam
hiperhidricidade estdo as condi¢des de estresse (ZIV,
1991; SAHER et al., 2004), devidas, por exemplo, aos
estados fisico e quimico do meio de cultura e da
atmosfera dos frascos, que podem resultar em
acumulo de vapor de agua, gas carbbnico e etileno, e
causar hiperhidricidade independente da origem do
explante. A presenca de reguladores de crescimento,
grandes quantidades de fons aménio (NH,") e cloreto
(CI), tipo e concentracdo de agentes gelificantes e alta
umidade relativa nos frascos de cultivo sdo fatores que
desencadeiam hiperhidricidade (ZIV, 1991; HAN et al.,
1996; MAJADA et al., 1997; PARK et al., 2004).

A maior incidéncia de hiperhidricidade em meio
liqguido do que em meio solido tem sido atribuida ao
baixo conteldo de oxigénio, auséncia de trocas
gasosas e supressao da respiracdo (GEORGE, 1993).

Assim, a hiperhidricidade encontra-se ligada a
concentracdo de agente gelificante no meio de cultivo.

Em meio liquido, brotos de Psoralea corylifolia
exibiram hiperhidricidade, independente da
concentracdo e combinagdo de reguladores de
crescimento utilizados, o que ocorre, provavelmente,
devido o continuo contato do tecido vegetal com o
meio. A transferéncia dos brotos para um meio
solidificado  pode controlar a hiperhidricidade
(BASKARAN & JAYABALAN, 2009).

Além da consisténcia do meio, o tipo de agente
gelificante também pode influenciar na
hiperhidricidade. Em micropropagacdo de Aloe
polyphylla, o uso de gelrite resultou em uma
multiplicacdo significativamente baixa e taxa de
hiperhidricidade aproximadamente quatro vezes maior
em comparagdo com o meio contendo agar (IVANOVA
& STADEN, 2011).

A baixa ocorréncia de hiperhidricidade em meio
solidificado com agar tem sido sugerida devido uma
galactana sulfatada em sua composicdo, apta para
controlar hiperhidricidade. Ja o efeito do gelrite tem
sido atribuido a sua estrutura fisica, a qual permite um
acréscimo na absor¢cdo de substancias como
citocinonas, NH,” e &gua, causadores de
hiperhidricidade. No entanto, o efeito do agente
gelificante na proliferacdo parece ser espécie-
especifico e depender da otimizacdo de outros fatores,
como a concentracdo de citocininas (IVANOVA &
STADEN, 2011).

As citocininas séo acrescidas ao meio de cultivo
para regular o balango hormonal, o que é dependente
da fase do cultivo e da demanda de cada espécie.
Normalmente, para a producao de gemas e multiplos
brotos utiliza-se um meio rico em citocinina. No
entanto, a escolha dos reguladores de crescimento &
dependente da espécie vegetal a ser micropropagada
e do tipo de explante utilizado (INACIO, 2010).

O excesso de citocinina no meio de cultura é
téxico as plantas e promotor de hiperhidricidade
(LESHEM et al., 1988). O efeito das citocininas na
incidéncia de hiperhidricidade em Aloe polyphylla
depende das concentragbes de outros componentes
do meio e da espécie vegetal em questdo. A
hiperhidricidade induzida por citocininas pode ser mais
dificil de ser revertida, desde que o regulador de
crescimento seja nhecessario para a proliferagdo.
Aumentando as concentracdes de zeatina e
benziladenina (BA), ocorre aumento na taxa de
hiperhidricidade. Ja o efeito do tidiazuron (TDZ) parece
ser espécie-especifico e seu uso resultou em baixa
regeneragcdo de brotos e alta hiperhidricidade,
independente da concentracdo de gelrite utilizada
(IVANOVA & STADEN, 2011).

A hiperhidricidade ocorre com maior frequéncia
quando se utiliza concentracbes de  N-6
benzilaminopurina (BAP) acima de 2,0 mg L*
(GUERRA & NODARI, 2006). No entanto, em
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concentracdo de BAP de 1 mg L™, explantes de
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii sofreram
oxidagdo e hiperhidricidade (BRONDANI et al., 2009),
ao passo que a concentracdo de 5,0 uM de CIN na
auséncia de ANA ocorreu a mais alta taxa de
hiperhidricidade (49,5%) na espécie ornamental
mosquitinho (Gypsophila paniculata L.) (QUORIN et
al., 2008).

As citocininas sédo derivadas da base nitrogenada
adenina e seus efeitos fisiolégicos na planta estdo
relacionados com a divisdo, o alongamento e a
diferenciacao celular, o retardamento da senescéncia,
a dominancia apical, a germinacdo e a quebra de
dorméncia de sementes (TAIZ & ZEIGER, 2004). A
adicdo de adenina na forma de sulfato de adenina é
muito utilizada em meios de -cultura de tecidos
vegetais, sendo que seu efeito pode ser comparado ao
de uma citocinina fraca ou ainda haver uma interagéo
com as préprias citocininas no meio (TORRES et al.,
1998).

Niveis de sulfato de adenina foram testados na
multiplicacéo in vitro de mamoeiro ‘Tainung 01’, sendo
gue na maior concentracdo utilizada (120 mg L™) os
segmentos nodais apresentaram hiperhidricidade
(SCHMILDT et al., 2007).

Além das citocininas, a razd8o aménio:nitrato no
meio esta relacionada com a taxa de hiperhidricidade
(HAN et al. 1991 a, b). Utilizando aménio como Unica
fonte de Nitrogénio na regeneragdo de brotos de Aloe
polyphylla ocorreu intensificacdo da frequéncia de
hiperhidricidade. Quando nitrato foi usado como Unica
fonte de N a hiperhidricidade foi completamente
eliminada. O uso de glutamina como Unica fonte de N
resultou em producdo de brotos de boa qualidade e
guase nada de hiperhidricidade (IVANOVA & STADEN,
2009).

A adicdo de citocininas (BA, zeatina ou TDZ) em
meio com altas concentragbes de NH," aumentou a
hiperhidricidade de maneira concentracdo-dependente,
sugerindo que elas foram capazes de induzir a
sindrome em Aloe Polyphylla somente quando outros
fatores no sistema de cultura ndo s&o otimizados
(IVANOVA & STADEN, 2008).

Em meio contendo citocininas, a adigcdo de
auxinas frequentemente aumenta a proporcdo de
plantas hiperhidricas. Em experimento com C. regium,
ao aumentar a concentracdo da auxina acido indol
butirico (AIB), aumenta-se a porcentagem de
hiperhidricidade dos explantes (INACIO, 2010).

Outro fator que desencadeia a hiperhidricidade é
a concentracdo de sais presente no meio de cultura
(DEBERGH, 1981). Durante a multiplicagédo do porta-
enxerto de Prunus sp. ‘GxN-9, o meio MS
proporcionou explantes com maior frequéncia de
sintomas iniciais de hiperhidricidade do que em meio
MS reduzido. A ocorréncia dessa anormalidade,
provavelmente, esta associada a maior concentracéo
salina no meio MS (RADMANN et al., 2009).

O excesso de cloro € uma das causas de
hiperhidricidade em porta-enxerto de videira,
utilizando-se meios de cultura com dosagens de 750 a
1000 mg L™ de cloreto de sédio (VILLA et al., 2008 a)
e em folhas de amoreira-preta micropropagadas sob
diferentes concentracdes de fosfato de sédio e de
cloreto de potéassio (VILLA et al.,, 2008 b). Segundo
estes pesquisadores, os efeitos negativos dos ions
Na®* e CI estdo relacionados ao efeito osmético, o
qual induz condicdo de estresse hidrico as plantas e
ao efeito téxico direto, principalmente sobre os
sistemas enziméticos e de membranas.

Os tipos de explantes utilizados nas técnicas
de cultivo in vitro também podem influenciar as
respostas morfolégicas. Meristemas apicais de
Scrophularia yoshimurae resultaram em maior nimero
de brotos hiperhidricos do que segmentos nodais, nas
mesmas condi¢cdes de cultivo (TSAY et al., 2006).
Embora melhores resultados de brotagéo tenham sido
obtidos utilizando-se explantes basais, 55% destes
estavam hiperhidricos, ao passo que com a utilizacao
de explantes apicais ndo se observou esta
anormalidade (RADMANN et al., 2009). Os autores
atribuem este fato & menor necessidade de BAP
exigida por explantes basais para a inducdo de
brotacdes, sendo a concentracdo utilizada tdxica,
levando consequentemente a hiperhidricidade.

Fatores externos como temperatura e
luminosidade também sdo responsaveis pelo
fenbmeno da hiperhidricidade.

A irradidncia luminosa e a temperatura
influenciaram a hiperhidricidade das brotagGes da flor
mosquitinho, uma vez que houve periodos de alta
temperatura e outros de baixa luminosidade em virtude
de problemas nos equipamentos que mantém as
condicdes ambientais da sala de crescimento
(QUOIRIN et al., 2008).

A auséncia de trocas gasosas entre o ambiente
interno dos frascos de cultivo e o meio externo
contribui para modificacdes dramaticas da composigéo
gasosa nos frascos, como o aclUmulo de produtos
volateis que podem inibir o crescimento das plantas e
a fotossintese (PARK et al., 2004). A ventilagdo dos
frascos faz com que ocorra reducao da umidade in
vitro, aumento das trocas gasosas com a atmosfera e
decréscimo na disponibilidade de agua, reguladores de
crescimento e nutrientes do meio (HAN et al., 1996).
Além disso, grande quantidade de CO, é liberada
durante o crescimento dos tecidos, podendo afetar
significativamente a transpiragdo, a fotossintese e
estimular a biossintese de etileno, um indutor de
hiperhidricidade. Assim, um pré-requisito essencial
para superar a hiperhidricidade é remover os gases
acumulados no meio de cultivo (IVANOVA & STADEN,
2010).

Outro fator que contribui para a ocorréncia de
hiperhidricidade é a umidade relativa do ar da sala de
crescimento. Ambientes com elevado indice de
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umidade favorecem a hiperhidricidade. A né&o
ocorréncia de hiperhidricidade durante
micropropagacdo de Ginseng brasileiro [Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen] pode ser atribuida a
manutencdo da umidade relativa do ar do ambiente em
torno de 60% (ALVES et al., 2010).

Caracteristicas  morfofisiolégicas de plantas
hiperhidricas

As alteracbes morfolégicas em  plantas
hiperhidricas levam a importantes alteracdes
fisiolégicas. Estas dltimas estdo relacionadas a
desordens na taxa fotossintética, inibicdo da sintese de
celulose e lignina e distarbios nas concentragfes e
atividades de enzimas e fitormdnios, acarretando
sérios problemas de desenvolvimento e adaptacdo da
planta.

Quando as plantas sdo expostas a temperaturas
elevadas ocorrem  desequilibrios na relacdo
fotossintese-respiragdo em que, sob temperaturas
acima do ponto de compensacao, a fotossintese nao
pode repor o carbono usado como substrato para a
respiragdo. Como consequéncia, as reservas de
carboidratos diminuem. Além disso, altas temperaturas
fazem com que muitas proteinas tornem-se estendidas
ou mal dobradas, levando a perda da estrutura e da
atividade enzimatica (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O déficit de oxigénio no ambiente das raizes faz
cessar o transporte de elétrons e a fosforilagdo
oxidativa, afetando a produgdo de ATP e,
consequentemente, 0s  processos metabolicos
essenciais. A andxia ou hipéxia sdo responsaveis por
acelerar a producdo de acido abscisico e 1-
aminiciclopropano-1 acido carboxilico (ACC) nas
raizes, precursor de etileno (TAIZ & ZEIGER, 2004).

OLIVEIRA et al. (2008) determinaram atividade
enzimatica da peroxidase, em média, 55% maior em
plantas hiperhidricas de picdo-preto (Bidens pilosa L.)
em relagdo as normais. Segundo FRAGUAS (2006) a
peroxidase é efetiva na resposta ao estresse
ambiental.

As peroxidases estdo relacionadas a resposta
aos estresses fisico, quimico e biolégico e sua
atividade pode ser identificada como um marcador
bioquimico de estresse (PIZA et al., 2003). Este
aumento na atividade de peroxidases em plantas pode
permitir maior tolerancia ao estresse salino (MITTAL &
DUBEY, 1991) e reduzir ou prevenir danos celulares
causados por radicais livres e pela peroxidagdo dos
lipidios (CHANG & KAO, 1998).

As atividades de algumas enzimas sao maiores
em brotos hiperhidricos de cravo (Dianthus
caryophyllus) (SAHER et al., 2004). Por outro lado,
pode haver diminuicdo na atividade de algumas
enzimas envolvidas na glicélise (hexoquinase, hexose
fosfato isomerase, glicerol-3—fosfato desidrogenase,

fosfofrutoquinase) e na via das pentoses fosfato (6-
fosfogluconato desidrogenase, glicose-6-fosfato
desidrogenase), em brotos hiperhidricos de cerejeira
(Prunus avicum) (FRANCK et al., 2001).

Tecidos hiperhidricos podem apresentar também
aumento na concentracdo de ferro, etileno e peréxido
de hidrogénio (SAHER et al., 2004) e menores niveis
de proteinas e da atividade de enzimas envolvidas na
sintese de lignina (ZIV & ARIEL, 1991).

A toxicidade por ferro em plantas esta associada
ao excesso de agua no ambiente das raizes. O ferro
livre no interior das células pode interagir com o O*
para formar anions superdxidos e danificar as
membranas pela degradacdo dos componentes
lipidicos insaturados. No entanto, as células vegetais
podem limitar estes danos armazenando excesso de
ferro em complexos ferro-proteinas chamados de
fitoferritina (BIENFAIT & VAN DER MARK, 1983). A
producdo de altas concentragBes de perdxido de
hidrogénio (H,O,), em resposta ao estresse, pode
induzir a liberacdo de peroxidases nas membranas
(GRODEN & BECK, 1979).

A hiperhidricidade afeta os niveis de clorofila
(BARBOSA, 2006). Folhas hiperhidricas de eucalipto
(Eucalyptus grandis) exibiram menor conteldo de
clorofilas ‘a’ e ‘b’ em comparagédo com folhas normais
(PICOLI et al., 2008). Estas caracteristicas influenciam
a capacidade fotossintética das plantas hiperhidricas e
reduzem o metabolismo (FRANCK et al., 2001; JONES
et al.,, 1993). A taxa fotossintética € também limitada
pela concentracdo de CO, na atmosfera, devido sua
capacidade de carboxilagdo da enzima rubisco quando
a concentracdo de CO, é baixa, ou capacidade de
regeneragdo da molécula aceptora ribulose-1,5-
bifosfato quando a concentragdo de CO, é alta (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Simultaneamente a perda de clorofilas ‘a’ e ‘b’
ocorreu aumento no contelido de poliaminas livres em
brotos hiperhidricos de baunilha (Vanilla planifolia),
indicador bioquimico de hiperhidricidade (SREEDHAR
et al., 2009).

Controle da hiperhidricidade

A preocupacao com o controle da hiperhidricidade
deve-se, principalmente, ao fato de diferentes
cultivares de wuma mesma espécie reagirem
diferentemente a inducédo dessa desordem, ou seja, ha
uma relacé@o entre o gendtipo cultivado e os fatores do
meio de cultivo. Em damasqueiro (Prunus armeniaca),
a cultivar ‘Lorna’ é mais sensivel a hiperhidricidade do
que a cultivar ‘Helena’ sob as mesmas condi¢des de
cultivo (PEREZ-TORNERO et al., 2001). Estes autores
mostram que a utlizagdo de um sistema de
resfriamento de fundo reduziu a umidade relativa no
ambiente, evitando a ocorréncia de hiperhidricidade,
mas resultou na diminuicdo nas taxas de proliferagéo,
e que um aumento da intensidade luminosa diminuiu a
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ocorréncia de hiperhidricidade, mas produziu uma cor
verde palido nos explantes.

No que diz respeito as condicdes de
luminosidade, de maneira geral, para a grande maioria
das espécies, uma incubagdo inicial em presenca de
luz com intensidade de 20 a 70 mmol/m?/s, e com
temperaturas entre 20°C e 27°C séo satisfatérias para
muitas plantas. O fotoperiodo mais utilizado nos
laborat6rios est4d entre 12h e 16h, e tem grande
resposta morfogenética in vitro (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). No entanto, dependendo da
espécie em questao estas condigdes variam.

Alta irradidncia e fornecimento de ventilagéo
reduziram os brotos suculentos em plantas de jojoba,
sendo 0s menores valores de hiperhidricidade
registrados a alta irradiancia combinada com alta
ventilagdo (MILLS et al., 2009).

Assim, as condicdes de ventilacdo entre o
ambiente do frasco de cultivo e 0 meio externo séo
necessarias para evitar ou reduzir a incidéncia de
hiperhidricidade. O uso de filme de polipropileno
transparente (DAL VESCO et al., 2001), membrana
porosa (FAL et al., 2002), filme de PVC (INACIO,
2010), papel (TSAY et al., 2006) ou tampas com um
orificio coberto com poliéster ou malha de algodao
(IVANOVA & STADEN, 2010) para vedar os frascos
possibilita perdas de agua mais rapidas para o
ambiente, aumentando a taxa de transpiracdo dos
brotos e reduzindo a incidéncia de hiperhidricidade.
Por outro lado, utilizando tampas que impedem
completamente a ventilagcdo nos frascos para a
micropropagacdo de plantas de batata, PARK et al.
(2004) observaram sintomas severos de
hiperhidricidade, sendo os niveis de etileno no interior
dos frascos significativamente maiores.

Quanto as alteracbes do meio de cultivo para
evitar ou reduzir hiperhidricidade, pode-se considerar o
agente gelificante, a concentracdo de sais e o tipo e
concentracao de citocininas.

Os agentes gelificantes nos meios de cultivo
proporcionam o controle osmoético sobre o explante,
evitando que ocorra excesso de umidade e,
consequentemente, a hiperhidricidade (WU, 2007).

O uso de agar hidrolisado (0.7%) Difco atua
contra a hiperhidricidade quando é adicionado ao meio
liquido de proliferacdo, sendo a fracéo oligossacarideo
do agar hidrolisado o componente ativo na superagao
da hiperhidricidade em macieira (MARGA et al., 1997).
Assim, a mistura do agar com outros tipos de agentes
gelificantes pode ser usada a fim de reduzir a
hiperhidricidade. Uma maior concentracdo de agar
(10,0 ¢ LY, guantidade acima da normalmente
empregada para o cultivo in vitro da flor mosquitinho -
709 L'l) utilizada no meio de cultura levou a auséncia
de hiperhidricidade (RADMANN et al., 2001).

Em meio isento de fitorreguladores para
micropropagacdo de abacaxi ‘Pérola’ (DAL VESCO et
al.,, 2001) e da flor mosquitinho (RADMANN et al.,

2001) ocorreu reducdo significativa na incidéncia de
hiperhidricidade.

Correlacionando as concentragdes de BAP e ANA
com a atividade de peroxidase e o teor de proteina
solavel total, como possiveis marcadores bioquimicos
de hiperhidricidade, FRAGUAS et al. (2009),
observaram que o meio de cultura mais adequado foi
aquele que continha 1,0 mg L™ BAP + 0,5 mg L™ ANA,
proporcionando menor porcentagem de
hiperhidricidade em gemas de abacaxizeiro da cultivar
‘|AC Gomo-de-mel’, simultaneamente a maior atividade
da peroxidase em plantas com maior porcentagem de
hiperhidricidade.

A hiperhidricidade em pereira, cultivares ‘Hosui’ e
‘Kosui’ é afetada pelo tipo de citocinina contida no
meio de cultura, sendo que os sintéticos derivados de
fenilureia (forclorfenuron - CPPU e TDZ) produzem alta
frequéncia de brotos hiperhidricos, enquanto que
adenina derivados (BA e CIN) induzem menos a
hiperhidricidade  (KADOTA &  NIIMI,  2003).
Concentracbes de BAP superiores a 1,0 mg Lt
promoveram hiperhidricidade em brotos de Prunus
spp. 'Carelli' (TEIXEIRA et al., 2004) e a auséncia de
uma mistura de BA e ANA no meio de cultura de
micropropagacdo de Scrophularia yoshimurae resulta
em menor ocorréncia de brotos hiperhidricos do que
no meio contendo as citocininas (TSAY et al, 2006).

A adicao da auxina ANA ao meio de cultura, além
de aumentar a formagédo de calos, diminui a ocorréncia
de hiperhidricidade de 41,3% a 24,8% em brotos de
mosquitinho (QUOIRIN et al., 2008).

Quanto a concentracdo de sais no meio de
cultura, para a obtencéo de alta taxa de multiplicagéo e
baixa incidéncia de hiperhidricidade em Aloe
polyphylla, IVANOVA & STADEN (2009) recomendam
a utilizacdo de baixa concentracdo do ion NH** (10.3
mM) no meio combinado com baixa concentracdo de
BA (5 puM) e a utilizacdo das razées NH, :NO5; (mM)
de 20:40, 30:30 e 40:20, em vez de amdnio como
Unica fonte de nitrogénio.

A utilizacdo de sacarose no meio de cultura tem
sido testada como alternativa para controlar a
hiperhidricidade. Em Cochlospermum regium, uma
planta medicinal do cerrado, explantes outrora
hiperhidricos ndo apresentaram essa caracteristica
quando mantidos em meio com 60 e 90 g L' de
sacarose, sendo que com 30 g L™* de sacarose, os
explantes tiveram melhor desenvolvimento, porém sem
controle da hiperhidricidade. Assim, foi possivel
averiguar uma diminuicdo na porcentagem e
intensidade de hiperhidricidade conforme o aumento
da concentracdo de sacarose no meio de cultura
(INACIO, 2010). Explantes de Pinus sylvestris L.,
cultivados no meio contendo sacarose produziram a
mais alta frequéncia de regeneragcdo (81%), em
comparagdo com meios de glicose e frutose, bem
como auséncia de hiperhidricidade das brotac6es
adventicias (SUL & KORBAN , 1998).
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Uma alternativa para reduzir a ocorréncia de
hiperhidricidade foi proposta por WANG et al. (2007),
com a adicdo dos elementos-traco lantanio (La®>),
cério (Ce*") e neodimio (Nd**) no meio de cultivo.
Estes elementos incrementam as atividades
enziméticas antioxidativas nos brotos adventicios,
como, por exemplo, peroxidase, catalase, superéxido
dismutase, monodeidroascorbato redutase e glutationa
redutase. Com isto, os autores verificaram reducéo da
guantidade de agua contida nos brotos, aumento da
concentracdo de proteina sollvel, reducdo das
concentracdes de H,O, e malondialdeido (MDA) e
reducdo da taxa de hiperhidricidade em brotos de
maca peruana (Lepidium meyenii) de 92% em plantas
cultivadas em meio sem o0s elementos-traco, para
30%, 32% e 30%, em meios com La*, Ce* e Nd*
respectivamente. Contudo, quando as concentracdes
de La**, Ce®" e Nd* foram maiores do que 0,1 mM, a
diferenciacao foi inibida.

Geralmente o carvao ativado é utilizado em meio
de cultura para auxiliar na adsor¢cdo de compostos
fenolicos como funcéo de antioxidante (INACIO, 2010)
e conduzir a rota organogénica (TORRES et al., 1998).
O carvéao ativado é também apto a efetuar a retencéo
de concentracdes excessivas de fitorreguladores e
compostos téxicos (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998), podendo, desta forma, diminuir a
hiperhidricidade. Na presenca de carvdo ativado
BEVILACQUA (2009) néo constatou alteracdes
morfolégicas em calos de Calendula officinalis L..

Aplicagdes da biologia molecular no controle da
hiperhidricidade

A biologia molecular é um eficiente instrumento
de estudo da hiperhidricidade, por meio do emprego de
conhecimentos de genética, bioquimica e metabolismo
vegetal relacionados com as condi¢ces ambientais.

As técnicas de biologia molecular que auxiliam no
controle da hiperhidricidade incluem a utilizacdo de
marcadores de estresse em condi¢des in vitro, 0 co-
cultivo de plantas e micro-organismos e o estudo de
componentes celulares indicadores de
hiperhidricidade.

As proteinas sdo marcadores de hiperhidricidade,
pois suas concentragbes sdo menores em folhas
hiperhidricas e algumas proteinas estdo presentes
nessa condicdo, mas ndo em condi¢bes normais (ZIV,
1991). A “Binding Protein” (BiP), uma proteina do
grupo das “heat shock protein” ou proteinas de choque
térmico, € utilizada para monitorar estresse intracelular
em plantas, pois sua sintese é aumentada em funcao
de diversos estresses fisiolégicos.

A BiP apresenta-se em dois estados em células
vegetais, fosforilada e ndo-fosforilada, sendo que este
equilibrio pode ser deslocado em qualquer direcdo em
resposta a diferentes estimulos. A condicdo de
estresse hidrico estimula a fosforilagao de espécies de

BiP em células de soja e ha acumulo desta proteina,
sugerindo que sua sintese pode ser regulada por
fatores estressantes abidticos (CASCARDO et al.,
2000).

Os estresses ambientais causam, em
determinadas plantas, um aumento na sintese de
proteinas e, como uma das funcdes da BiP é realizar
0 dobramento de proteinas dentro do reticulo
endoplasmatico, o aumento da atividade secretora
destas e o0 acumulo de proteinas desdobradas
resultam na inducdo da sintese de BiP nas plantas
(BOSTON et al., 1996).

Aumento na inducdo de BiP foi detectada em
plantas hiperhidricas quando comparadas as normais,
sugerindo uma condi¢do de estresse (FONTES, 1998).
Assim, a sintese de BiP pode ser utilizada como um
marcador para 0 acompanhamento de espécies em
que a hiperhidricidade é um fator limitante.

A superexpressdao de BiP na cultura de
protoplastos de tabaco aumenta a tolerancia da planta
a estresse (LEBORGNE-CASTEL et al, 1999).
Semelhante ao BiP, outras proteinas como a esterase,
fosfatase éacida, malato desidrogenase e peroxidase
podem ser utilizadas como marcadores de estresse in
vitro (PICOLI et al., 2008).

Outra técnica da biologia molecular para reverter
a hiperhidricidade é o emprego de micro-organismos
no cultivo. Uma bactéria de solo do género
Pseudomonas, que encontra-se associada as plantas
de orégano (Origanum vulgare), foi inoculada em
cultura de tecidos desta planta, prevenindo
hiperhidricidade apés 10 a 15 dias da inoculacdo
(SHETTY et al.,, 1995). As raizes inoculadas com
Pseudomonas sp. apresentaram menor conteddo de
agua e maiores niveis de clorofila e fenéis que a parte
aérea hiperhidrica, permitindo a aclimatizagcédo dos
clones em estufa.

A reducdo da hiperhidricidade é parcialmente
devida a um polissacarideo extracelular de
Pseudomonas spp., pois a taxa de reducdo de
hiperhidricidade nos tecidos tratados com este
componente foi intermedidria aquelas obtidas em
tecidos ndo inoculados e tecidos inoculados com o
micro-organismo, estes Ultimos apresentando os
menores indices de hiperhidricidade (SHETTY et al.,
1996). Pseudomonas mucidolens também é capaz de
prevenir hiperhidricidade em clones de orégano
(UENO & SHETTY, 1996).

Como consequéncia de impedir hiperhidricidade
em orégano tem-se 0 aumento na sintese de
compostos fendlicos. Apenas as linhagens clonais que
produziram altos niveis de compostos fendlicos em
resposta a Pseudomonas spp. sobreviveram e tiveram
reducéo de hiperhidricidade (SHETTY et al., 1996).

O estudo dos componentes celulares presentes
em tecidos hiperhidricos pode elucidar as causas das
respostas metabdlicas destas plantas. A relagéo entre
estruturas N-glicanas e o estado morfogénico de
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tecidos de cactos (Mammillaria gracillis), mostra que
sete estruturas sdo comuns em tecidos hiperhidrico e
tumoral, sugerindo que o nivel de organizacdo dos
tecidos vegetais esta relacionado com o padrdo de N-
glicosilacdo de proteina. Isso mostra que a perda
progressiva e irreversivel da totipoténcia organogénica
no curso de progressdo de tumores horménio-
independente e teratomas hiperhidricos caracterizam
tumores em plantas (BALEN et al., 2006).

CONSIDERACOES FINAIS

A hiperhidricidade merece atencdo em estudos
que visem esclarecer as alteragdes morfofisioldgicas
das plantas e descobrir meios de controle deste
quadro.  AlteragBes  fisiolégicas em plantas
hiperhidricas, tais como mudancas nas concentracdes
de enzimas, niveis de proteinas e fitorreguladores,
além de alteragBes morfologicas, causam danos ao
metabolismo vegetal e reduzem o tempo de
sobrevivéncia da planta.

O controle da hiperhidricidade tem sido
aprimorado por meio de ajustes das condi¢des internas
e externas do meio de cultivo. Estudos em biologia
molecular sdo Uteis na descoberta de consequéncias
morfofisioldgicas e de novas e eficientes alternativas
de controle da hiperhidricidade.
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