4] AUFLS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

FERNANDA DA CONCEICAO MOREIRA

CULTIVO E CONSERVACAQ in vitro DE
SEMPRE VIVAS

LAVRAS - MG
2015


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCNa716Xo1ccCFQXXHgodUE8CTw&url=http%3A%2F%2Fwww.ufla.br%2Fascom%2Fservicos%2Fidentidade-visual%2F&psig=AFQjCNEY16CExDChSmY8H_86gZkp4MbHYQ&ust=1441196160014430
http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCNa716Xo1ccCFQXXHgodUE8CTw&url=http%3A%2F%2Fwww.ufla.br%2Fascom%2Fservicos%2Fidentidade-visual%2F&psig=AFQjCNEY16CExDChSmY8H_86gZkp4MbHYQ&ust=1441196160014430

FERNANDA DA CONCEICAO MOREIRA

CULTIVO E CONSERVACAQO in vitro DE SEMPRE VIVAS

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de  Pds-Graduacdo em
Fisiologia Vegetal, area de concentracdo
em Fisiologia Vegetal, para a obtencdo do
titulo de Doutora.

Orientador
Renato Paiva, PhD

Coorientadores
Dra. Fernanda Carlota Nery

Dr. Maurizio Lambardi

LAVRAS - MG
2015



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Moreira, Fernanda da Conceicéo.

Cultivo e conservacao in vitro de sempre vivas/ Fernanda da
Concei¢do Moreira. — Lavras : UFLA, 2015.

102 p. :il.

Tese(doutorado)-Universidade Federal de Lavras, 2015.
Orientador: Renato Paiva.
Bibliografia.

1. Espécie endémica. 2. Sistema de imersao temporaria
(Plantform®). 3. Micropropagacao. |. Universidade Federal de
Lavras. Il. Titulo.




FERNANDA DA CONCEICAO MOREIRA

CULTIVO E CONSERVACAQO in vitro DE SEMPRE VIVAS

Tese apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de  Pds-Graduacdo em
Fisiologia Vegetal, area de concentracdo
em Fisiologia Vegetal, para a obtencdo do
titulo de Doutora.

APROVADA em 31 de Julho de 2015.

Dra. Fernanda Carlota Nery UFLA

Dr. Breno Régis Santos UNIFAL

Dra. Milene Alves de Figueiredo Carvalho Embrapa Café
Dr. Leonardo Augusto Zebral Rodrigues UFLA

Renato Paiva, PhD
Orientador

LAVRAS - MG
2015



Aos meus pais, Geraldo da Concei¢do Moreira e Maria José Moreira, pelo
carinho, esforgos, dedicacdo, apoio e incentivo, itens que me permitiram
realizar essa conquista.

OFERECO

Ao meu irmao, Carlos Eduardo
As minhas irmas, Flavia e Hoziméria
Ao meu noivo Eglerson Duarte

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus pela protecdo e iluminagdo durante toda esta jornada.

Aos meus pais, Geraldo da Conceigdo Moreira e Maria José Moreira,
por todo o incentivo, apoio e amor dedicado durante toda a minha vida.

Ao meu irmdo, Carlos Eduardo, por todo o carinho e amizade.

As minhas irmas Flavia e Hoziméria pela companhia, amor, carinho e
incentivo.

Ao meu noivo Eglerson Duarte e familia pelo seu amor,
companheirismo, paciéncia e ajuda dedicada nos dltimos 10 anos.

Ao Professor Renato Paiva, PhD., pela orientacdo, ensinamentos,
confianga, por acreditar nos meus sonhos, ajudando-me de todas as formas
possiveis a concretizad-lo e, principalmente, por defender- me em varios
momentos e circunstancias. "Prezado professor, o senhor tem 0 meu respeito e a
minha admiracdo".

Ao Prof. Dr. Luciano Coutinho da Silva, pelo profissionalismo,
pontualidade, carinho e paciéncia durante o desenvolvimento da tese.

Ao Dr. Diogo Pedrosa Corréa da Silva pelo carinho, orientagdes e,
principalmente, por todo suporte e apoio oferecido durante o estagio no exterior.

A equipe de pesquisadores do Consiglio Nazionale delle Ricerche —
Instituto per la Valorizzazione del Legno e delle Specie Arboree (CNR-
IVALSA), Sesto Fiorentino, Italia (Dr. Maurizio Lambardi, Dra. Carla Benelli,
Dra. Anna Dicarlo e Aylin Elif Ozodogru) pelo acolhimento, ensinamentos e
momentos compartilhados.

A Flavia Balieiro por toda a ajuda e companheirismo no exterior.

A Profa Dra. Fernanda Carlota Nery pelo apoio e orientagdes.

Aos professores que compdem o Programa de Fisiologia Vegetal pela

formagao académica e ensinamentos.



Aos amigos do Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, Mayara,
Cecilia, Cibele, Ana Luisa Soares, Ana Cristina de Souza, Marisa, Rodrigo,
Thais, Débora, Camila e Michele.

A Lena pelo café e pelos momentos de conversa e conselhos.

Ao Joel e Odoréncio pela ajuda, amizade e pelos bons momentos de
convivéncia.

A professora Dra. Maria Neudes de Oliveira pela orientacdo, durante
seis anos em pesquisas com sempre vivas (Graduacdo e Mestrado) e,
consequentemente, a experiéncia adquirida foi uma das bases importantes para a
conducdo deste trabalho.

A Dra. Michele Valquiria dos Reis pelo apoio, orientacdes e pelos bons
momentos compartilhados durante as pesquisas com sempre vivas desde a
graduacdo em Diamantina.

A Capes pela concessdo da bolsa de estudo e ao Programa de Poés-

graduacdo em Fisiologia Vegetal pela oportunidade.



AUTOBIOGRAFIA

Fernanda da Conceicdo Moreira, filha de Maria José Moreira e Geraldo
da Conceicdo Moreira, nasceu em 30 de abril de 1985, em Diamantina - MG.
Cursou 0 1° grau na Escola Municipal Sagrada Familia e o 2° grau na Escola
Estadual Darcilia Godoy, finalizando o Ensino Médio, em 2002. Em margo de
2004, ingressou no curso de Agronomia na Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, concluindo o curso em 2008. Em 2008, ingressou no
Mestrado em Producdo Vegetal pela Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, o qual concluiu em 2010. Em agosto de 2011, ingressou
no Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal, na Universidade Federal de
Lavras-MG, onde realizou pesquisas na darea de micropropagacdo e
criopreservacdo com sempre vivas e com espécies nativas do Cerrado, sob a
orientacdo do Prof. Renato Paiva, PhD. De junho de 2014 a maio de 2015,
realizou pesquisas no Consiglio Nazionale delle Ricerche Istituto per la
Valorizzazione del Legno e delle Specie Arboree (CNR-IVALSA), Sesto
Fiorentino, Italia, pelo programa Ciéncias sem Fronteiras (Doutorado sanduiche)
na area de micropropagacao e criopreservacdo. Concluiu o doutorado em 31 de
julho de 2015.



RESUMO GERAL

Comanthera bisulcata (Eriocaulaceae) e Xyris cipoensis (Xyridaceae)
sdo espécies ornamentais que ocorrem em ambientes de Campo Rupestre e
encontram-se na lista de espécies ameacadas de extin¢do. Objetivou-se realizar o
(i) estabelecimento in vitro, o controle da senescéncia e a multiplicagcdo de
plantulas de Comanthera bisulcata. (ii) micropropagacao e a (iii) conservacao in
vitro de Xyris cipoensis. Para o estabelecimento in vitro de C. bisulcata foi
realizada a desinfestacdo de sementes em diferentes tempos de imersdo ao
NaOCI. A germinagéo e o crescimento de plantulas foram avaliados em meio
WPM com diferentes pHs. Para o controle de senescéncia em plantulas foram
testadas 0, 0,2, 2 e 20 uM de AgNO; e, para controle de oxidacdo em plantulas,
foram estudadas 0 e 400 mg L™ de polivinilpirrolidona (PVP). Para a
multiplicagdo, testaram-se 2,68 UM de ANA, combinado com 2,27 UM de TDZ,
2,22 uM de BAP ou 2,32 pM de KIN. Posteriormente, foi realizado um
experimento comparando o sistema semissélido e o sistema de imersdo
temporaria liquida (Plantform®). Para Xyris cipoensis as sementes foram
descontaminadas em diferentes tempos de exposicdo ao NaOCIl. Para a
germinacdo em meio WPM, testaram-se diferentes concentracfes de sacarose.
As sementes foram armazenadas em nitrogénio liquido. O descongelamento foi
realizado em diferentes periodos. Sementes foram desidratadas em diferentes
tempos, criopreservadas e descongeladas. Em C. bisulcata, verificou-se a maior
porcentagem de desinfestacdo (96%) e de germinacdo (54%) de sementes em
cinco minutos de imersdo ao NaOCIl. As plantulas cultivadas em pH 4,4
apresentaram maior comprimento médio de raizes (1 cm) e maior altura média
(2,8 cm) de plantulas. Durante a fase de multiplicacdo, a senescéncia de
plantulas pdde ser reduzida com 0,2 pM de AgNO; e a oxidacido com 400 mg L™
de PVP. Para inducdo de brotactes, melhores resultados foram obtidos com 2,68
UM de ANA + 2,27 uM de TDZ. A taxa de crescimento relativo e peso médio de
plantulas demonstraram superioridade do sistema de imersédo liquida temporaria
(Plantform®) em relacdo ao sistema semissolido durante a micropropagacio de
C. bisulcata. Em X. cipoensis, a maior porcentagem de descontaminagédo (90%)
e de germinacdo (84%) foi observada ap0s cinco minutos de exposi¢cdo ao
NaOCI com 15g L™ de sacarose. Um protocolo para o estabelecimento in vitro
foi obtido e uma maior viabilidade pds-descongelamento das sementes
criopreservados foi alcancada ap6s o descongelamento por 60 segundos. A
sobrevivéncia aumentou quando as sementes foram desidratadas antes da
criopreservacao.

Palavras-chave: Espécie endémica. Sistema de imersdo temporéaria
(Plantform®). Micropropagacao. Criopreservacdo. Campo Rupestre. Biorreator.



GENERAL ABSTRACT

Comanthera bisulcata (Eriocaulaceae) and Xyris cipoensis (Xyridaceae)
are ornamental species, occurring in campos rupestres environments and are on
the endangered list species. The aim of this study were: (i) in vitro
establishment, control of senescence and the multiplication of Comanthera
bisulcata seedlings. (ii) micropropagation and (iii) conservation in vitro of Xyris
cipoensis. To establish in vitro C. bisulcata was performed seeds sterilization at
different times immersed in NaOCI. The germination and growth of seedlings
were evaluated in WPM medium with different pH. For the control of
senescence were tested 0; 0,2; 2 and 20 uM of AgNO; and the oxidation control
was tested from 0 to 400 mg L™ of polyvinylpyrrolidone (PVP). The
multiplication was tested 2,68 UM of NAA + 2,27 uM of TDZ, 2,22 uM of BAP
or 2,32 uM of KIN. Subsequently, an experiment was conducted comparing the
semi-solid system and the temporary immersion system (Plantform®). The Xyris
cipoensis seeds were decontaminated in different exposure times NaOCI. The
WPM medium with different sucrose concentrations was tested. The seeds were
stored in liquid nitrogen. Thawing was performed at different times.
Subsequently, the seeds were dried at different times, cryopreserved and thawed
for 60 seconds. In C. bisulcata the highest percentage of disinfestation (96%)
and germination (54%) of the seeds was observed in five minutes immersion in
NaOCI. Seedlings grown at pH 4,4 showed higher average root length (1 cm)
and greater average height (2,8 cm) of seedlings. During the proliferation phase,
the seedlings senescence can be reduced with 0,2 M of AgNO; and the oxidation
with 400 mg L™ antioxidant polyvinylpyrrolidone and 2,68 uM of 2,27 uM
ANA + TDZ was suitable to induce shoots. The relative growth rate (RGR) and
average values average weight of seedlings demonstrated the superiority of
temporary immersion system liquid (Plantform®) comparing to the semi-solid
system during micropropagation C. bisulcata. The highest percentage of
decontamination and germination (90% and 84%) was observed after five
minutes of exposure to NaOCI and using 15g L™ sucrose, respectively. An
efficient protocol for the in vitro propagation was obtained and increased post-
thaw viability of cryopreserved seed was reached after thawing for 60 seconds.
Survival seeds increased when seeds were dehydrated before cryopreservation
process.

Keywords: Endemic species. Native species. Temporary immersion system
(Plantform®). In vitro conservation. Cryopreservation. Biorreactor.
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CAPITULO 1 Introducio Geral

1 INTRODUCAO

As espécies que recebem a denominacdo genérica de sempre vivas
pertencem as familias Eriocaulaceae, Xyridaceae, Cyperaceae, Amaranthaceae e
Rapataceae (GIULIETTI et al., 2012). A coleta e a comercializagcdo de sempre
vivas ocorrem na regido de Diamantina, MG, desde 1931 (GIULIETTI et al.,
1996). A partir desse periodo, o produto teve demandas crescentes nos mercados
nacional e internacional, tornando-se uma atividade que, ainda, contribui para a
subsisténcia da populacdo local, particularmente, das comunidades tradicionais
(OLIVEIRA et al., 2015).

No inicio dos anos 80, uma reducdo de populagcfes de algumas espécies
endémicas, a diminuicdo da area de ocorréncia de varias espécies e uma nitida
fase de declinio do volume comercializado foram documentadas por Giulietti et
al. (1988). Em 1997, varias espécies de sempre vivas, dentre essas Syngonanthus
bisulcatus (atualmente, conhecida como Comanthera bisulcata (Kérn.) L.R.
Parra & Giul.) foram adicionadas a Lista Oficial de Espécies Ameacadas do
Estado de Minas Gerais (MINAS GERAIS, 1997).

Dentre as principais causas da reducdo de populacbes de sempre vivas
em ambientes de ocorréncia natural, pode - se mencionar: a coleta de
inflorescéncias na época que os capitulos apresentam as bracteas alvas e glabras.
Porém, as sementes, ainda, ndo atingiram a completa maturacdo e disperséo.
Outras causas da reducdo da populacdo natural sdo o uso indiscriminado do fogo
no estimulo & floragdo, a remocdo de plantas no momento da coleta
(MONTEIRO; PEREIRA; DEL GALDIO, 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Embora a exportacdo de sempre vivas relacionadas em lista de espécies

ameacadas de extin¢do esteja proibida (Portaria 84, IBAMA 2006), a mesma é
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permitida quando as espécies forem reproduzidas artificialmente ou quando
provenientes de manejo de ecossistemas naturais (Instrugdo Normativa n. 177 do
IBAMA, de junho de 2008). No entanto, para 0 caso de manejo em ecossistemas
naturais de ocorréncia das sempre vivas, nao existe legislacdo que normatize o0s
procedimentos de coleta e conhecimento sobre formas de reproduzir as espécies
em condi¢cbes artificiais (MONTEIRO; PEREIRA; DEL GALDIO, 2012;
OLIVEIRA; CRUZ; TANAKA, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

A propagacdo e a conservagdo de sempre vivas que constam na lista de
ameacadas de extingdo representam uma importante perspectiva de uso
sustentavel, sugerida por varios pesquisadores (GIULIETTI et al., 1988;
GIULIETTI et al.,, 2012; SCATENA; VICH; PARRA, 2004). A cultura de
tecidos tem sido apontada como uma alternativa para a propagacdo e a
conservacgdo de espécies nativas que se encontram em perigo de extingdo e ndo
se propagam facilmente por métodos convencionais (LIMA-BRITO et al.,
2011). Aliada a essa técnica, a criopreservacdo € considerada a maneira mais
promissora de preservacdo em longo prazo para células, tecidos e 0Orgdos
vegetais (LI et al., 2014).

Estudos sobre micropropagacao de sempre vivas ja foram realizados em
Comanthera mucugensis (Giul.) L.R. Parra & Giul. subsp. mucugensis referida
como Syngonanthus mucugensis Giul. subsp. mucugensis (LIMA-BRITO et al.,
2011), em C. elegans e C. elegantula referidas como S. elegans e S. elegantulus,
respectivamente (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013, 2014). No entanto, nenhum
estudo sobre micropropagacdo, envolvendo Comanthera bisulcata e Xyris
cipoensis, foi desenvolvido até 0 momento. Para Xyris cipoensis consta, apenas,
um estudo sobre criopreservacdo de sementes (MOREIRA et al., 2014).

Obijetivou-se, neste trabalho, realizar o cultivo in vitro de sempre vivas e
estudar a eficiéncia de técnicas de criopreservagdo, visando a conservagdo in

vitro de Comanthera bisulcata e Xyris cipoensis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sempre vivas

A familia Eriocaulaceae Mart. compreende, aproximadamente, 1.400
espécies, incluindo 10 géneros (GIULIETTI et al., 2012). No Brasil, a familia
Eriocaulaceae compreende cerca de 600 espécies distribuidas em oito géneros. O
principal centro de diversidade da familia é a Cadeia do Espinhaco, onde se
concentra a maioria dos estudos taxondmicos. Entretanto, as areas de restingas,
também, possuem uma diversidade consideravel de espécies de Eriocaulaceae.
Estudos recentes mostraram a ocorréncia de espécies da familia Eriocaulaceae
nas restingas do estado do Rio de Janeiro (SILVA; TROVO, 2014).

As espécies sdo, popularmente, conhecidas como sempre vivas, porque
uma vez secas, mantém a aparéncia de estruturas vivas, sendo, amplamente,
utilizadas como plantas ornamentais. A maioria das espécies da familia
Eriocaulaceae, comercializadas como margaridinhas, pertencem ao género
Comanthera LBSm. que foi restabelecido a partir de Syngonanthus Ruhland
(PARRA et al., 2010).

Nas sempre vivas, pertencentes ao género Comanthera (Eriocaulaceae),
0 caule encontra-se reduzido a um rizoma subterraneo de tamanho variavel,
podendo emitir brotacGes laterais, formando touceiras e, ainda, emitir rebentos,
com folhas formando rosetas terminais. As plantas apresentam arquitetura em
roseta e estrutura modular, as folhas localizam-se na base da roseta. Uma planta
pode apresentar um modulo ou uma roseta, ou varios médulos (touceira). As
inflorescéncias, na forma de capitulos radiados, possuem flores estaminadas e
pistiladas distribuidas em camadas alternadas. A inflorescéncia, em forma de

capitulo, estd localizada no apice do escapo (haste + inflorescéncia), com as
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bracteas involucrais protegendo-a. As bracteas sdo responsaveis pelo valor
ornamental e econémico das espécies do género (OLIVEIRA et al., 2015).

A familia Xyridaceae (Poales) é predominantemente tropical e
subtropical que abrange cinco géneros e, aproximadamente, 415 espécies,
popularmente, conhecidas como sempre vivas. As plantas pertencentes a familia
Xyridaceae sdo herbaceas, perenes e acaules, predominantemente, com flores
amarelas, que ocorrem, principalmente, em regides tropicais e subtropicais
alagadas e Umidas. Algumas dessas espécies podem crescer em condicdes
ambientais especificas e restritas e sobreviver como populacdes pequenas e
isoladas (CAMPBELL, 2012).

O género Xyris é amplamente distribuido nos campos rupestres (Campo
Rupestre), sendo frequentemente encontrado na Serra do Espinhaco e em
Montanhas Gerais da Serra do Goias no Brasil (CAMPBELL, 2012). As
espécies do género Xyris sdo, popularmente, classificadas como botBes e,
segundo atacadistas, a sua procura no mercado internacional tem crescido nos

ultimos anos.

2.2 Cultivo in vitro

A cultura de tecidos é uma técnica aplicada com diversas finalidades,
sendo a micropropagacéo a de maior impacto, é a mais empregada. Técnicas de
cultura de tecidos sdo indicadas para determinadas espécies, quando suas
caracteristicas botanicas impedem ou dificultam a propagacdo convencional,
quando as mesmas encontram em lista de espécies ameacgadas de extingdo, sendo
usada, também, para a clonagem de plantas elite, propagacdo em larga escala e
limpeza de virus (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; MACHADO et al., 2011).

E uma ferramenta importante, para o cultivo de células, tecidos e 6rgdos que
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permite a propagacdo em larga escala de maneira asséptica e sob condicGes
controladas (JANA; SHEKHAWAT, 2012).

Para a micropropagacdo, duas estratégias sao comumente utilizadas: a
regeneracdo de calos (organogénese indireta) e a multiplicacdo de brotos
(organogénese direta). O estabelecimento de um protocolo de micropropagacéo,
para uma determinada espécie, depende do controle de inimeros fatores como: a
fonte de explante, as condi¢Oes fisiol6gicas da planta matriz, o gendtipo, a
composicdo do meio e as concentracdes de reguladores de crescimento no meio
de cultura (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

Os fitorreguladores se destacam como os principais controladores da
morfogénese in vitro. As citocininas tém sido muito eficazes para promover a
multiplicacdo em diversas espécies (GEORGE; HALL; KLERK, 2008;
GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998). Entretanto, a utilizacdo simultanea da
auxina (ANA) e da citocinina (BAP) em meio MS ndo induziu a organogénese
em Comanthera mucugensis subsp. mucugensis (LIMA-BRITO et al., 2011).
Em Comanthera elegantula (referida como Syngonanthus elegantulus), a
inducdo de novas brotacBes ocorreu com a utilizacdo de 1,0 mg L' de
Thidiazuron (TDZ) ou 1,0 mg L™ de TDZ combinado com 0,5 mg L™ 4cido
naftalenoacético ANA (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013).

Uma das dificuldades da micropropagacdo de sempre vivas estd
relacionada com a rapida senescéncia in vitro. O ambiente fechado, na qual as
plantulas ou explantes sdo cultivados, proporciona de modo geral o acimulo de
etileno, horménio que pode desencadear Varios processos, dentre esses a
senescéncia foliar. Esse processo pode ser regulado pelo balanco entre o etileno
e a citocinina nos tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2010). Pesquisas tém sido realizadas
com o intuito de amenizar ou inibir a acdo do etileno, bloqueando sua
biossintese ou a sua agdo, por meio de inibidores de etileno. Dentre os

inibidores da ac&o do etileno, podemos citar o nitrato de prata (AgNO3) que age
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inibindo a agdo do etileno (COTESSA; VALENTINI; BOTTA, 2011;
KERBAUY, 2008).

Outro problema observado, durante o cultivo in vitro, é a oxidagao dos
explantes. Para o controle da oxidacdo, diversos produtos podem ser adicionados
ao meio de cultura, como cisteina, carvao ativado, polivinilpirrolidona (PVP),
acido ascorbico ou acido citrico. Muitas dessas substancias agem adsorvendo 0s
exsudatos, liberados pelos explantes, os quais causam a oxidacdo (GEORGE;
HALL; KLERK, 2008). Portanto, solucionar o problema da morte precoce dos
explantes, causado pela oxidacdo ou senescéncia, é de suma importancia para a
continuidade do processo de micropropagagao.

O enraizamento de brotagdes, ou seja, a formacdo de raizes adventicias é
uma das etapas primordiais na propagacdo vegetativa, nessa etapa podem
ocorrer perdas motivadas pela ndo formacdo de raizes ou pela formacdo de
raizes pouco desenvolvidas (URIBE et al., 2012). Para o inicio da rizogénese,
existe uma relacdo quantitativa entre os niveis de auxina e citocininas
(FERREIRA et al., 2011). As auxinas sao, geralmente, apontadas como a classe
de fitorreguladores capazes de promover um acentuado aumento na formacéo de
primoérdios radiculares (URIBE et al., 2012). Entre as auxinas empregadas
comumente podem ser citadas o AIA (acido indol-acético), AIB (&cido
indolbutirico) e ANA (acido naftalenoacético) (GEORGE; HALL; KLERK,
2008). O carvdo ativado € considerado benéfico, durante o processo de
enraizamento, pois reduz a quantidade da intensidade de luz na regido de
formagdo de raizes, porém, concentracGes elevadas de carvdo ativado podem até
mesmo impedir o processo de enraizamento (ASSIS; TEIXEIRA, 1998).

Ap0s o processo de enraizamento, a nova etapa que deve ser superada é
a fase de aclimatizacdo. Essa fase consiste na retirada da planta da condicéo in
vitro, ou seja, a transferéncia para a casa-de-vegetagao e, posteriormente, para o

campo (MOREIRA et al., 2006). A aclimatizacdo é uma etapa delicada, pois as
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plantas oriundas do cultivo in vitro sdo sensiveis a desidratacédo e tenras. Isso se
deve ao ndo desenvolvimento de uma cuticula espessa o0 que provoca uma alta
taxa de evapotranspiracdo, além disso, as paredes celulares ndo apresentarem a
rigidez necessaria para a sustentacdo da nova planta. As folhas de plantas
cultivadas in vitro sdo delgadas e apresentam uma taxa fotossintética muito
baixa, além de possuirem estdmatos ndo funcionais. Essas caracteristicas sdo
fonte de estresse para a planta logo ap6s o seu transplantio (COUTO; WAGNER
JUNIOR; QUEZADA, 2003).

A escolha do substrato é outro ponto que deve ser observado na
aclimatizagdo de plantas propagadas in vitro, pois influencia o seu crescimento e
desenvolvimento, dessa forma sendo essencial para o sucesso da aclimatizacéo
(COUTO; WAGNER JUNIOR; QUEZADA, 2003; PEGO; PAIVA; PAIVA,
2013). O substrato confere o suporte da planta e tem influéncia sobre a qualidade
das raizes formadas (HOFFMANN et al., 2001). A aclimatizacdo da sempre viva
C. elegantula (referida como Syngonanthus elegantulus) foi afetada pelo
substrato e, também, pelo processo de pré-aclimatacdo. A melhor aclimatizacao
ocorreu nas plantas aclimatizadas em areia onde 74% das plantulas
sobreviveram. Menores sobrevivéncias, como 43% e 29% foram obtidas em
plantas aclimatizadas em Plantimax TM® e vermiculita, respectivamente
(PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013).

2.3 Biorreatores

A técnica de cultura de tecidos convencional, usada para a propagacédo
em massa de plantas, utiliza o meio de cultura semissolido. Os meios sdo
solidificados por agentes de geleificacdo, 0 que pode aumentar o custo de
producdo das plantas micropropagadas e limitar a taxa de proliferagdo e a
absorcdo de nutrientes (LAMBARDI et al., 2015).
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O sistema de imersdao temporaria (TIS) baseia-se em limitar o contato
dos explantes com o meio liquido por ciclos de imersao e alternando os periodos
de seca, combina as vantagens de ambos os sistemas de cultura liquidos, meio
semissoélido e convencional (WELANDERA; PERSSONAJ; ZHU, 2014). Como
principais vantagens desse sistema, podemos citar: o contato mais uniforme
entre 0 meio de cultura e o0s rebentos em comparacdo com a cultura
convencional em meio geleificado, a reducdo da asfixia e a hiper-hidricidade, a
diluicdo de compostos toxicos, a producdo da oxidacdo e o escurecimento da
cultura, a substituicdo periodica da atmosfera no interior do recipiente de cultura
limita a acumulacdo de gas (principalmente, o CO, e o etileno) (BENELLI;
MOREIRA; CARLO, 2015).

O Plantform ®, um dispositivo de TIS, recentemente desenvolvido
permite a imersdo periddica de forma independente e a ventilagdo dos
recipientes, a possibilidade de reduzir o trabalho com o custo de mao de obra. A
alteracdo da frequéncia e da duracdo do tempo de imersdo do meio, permite um
melhor controle das plantas em morfogénese (LAMBARDI et al.,, 2015).
Apresenta um maior espaco interior disponivel para o desenvolvimento de
plantas e um tamanho adequado para 0 manuseamento. Podem ser acomodados
um sobre o outro, economizando espaco, caracteristica interessante, quando o
objetivo é a producdo (WELANDERA; PERSSONAJ; ZHU, 2014).

Estudos, usando o sistema de imersdo temporéaria (Plantform ®), tém
sido conduzidos em Carex oshimensis, Chrysanthemum morifolium, Ficus
carica, Ribes rubrum, Myrtus communis e Olea europaea e os resultados obtidos
confirmam a conveniéncia da TIS, baseada em Plantform®, para a proliferagdo
de explantes de alta qualidade (BENELLI; MOREIRA; CARLO, 2015;
LAMBARDI et al., 2015). Atualmente, ndo h& relatos da micropropagacéo de

sempre vivas utilizando o biorreator Plantform®.
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2.4 Conservacao in vitro

As sementes sdo a forma mais comum de conservagdo ex situ, ja que
esta é a unidade de propagacdo natural para a maioria das espécies de plantas
superiores (PRITCHARD; NADARAJAN, 2008). As espécies de sempre vivas
produzem sementes muito pequenas, variando de 0,4 a 0,8 mm de comprimento,
0,2 a 0,4 mm de largura e 1,4 a 9,5 mg de massa seca, elipticas e de coloracao
castanho avermelhada. As sementes apresentam fotodorméncia (fotoblasticas
positivas) o que indica a existéncia de um padrdo para as espécies dos géneros
Comanthera e Syngonanthus em relagdo ao tamanho e ao requerimento de luz
para germinagdo (GARCIA, OLIVEIRA; DUARTE, 2014). Sdo classificadas
como ortodoxas e consideradas como sementes pequenas (OLIVEIRA,
GARCIA, 2005).

Estudos sobre a longevidade de sementes de sempre vivas armazenadas
no solo da Serra do Cip6-MG constataram que as sementes de Syngonanthus
verticilatus e de Syngonanthus caulescens, enterradas in natura ou tratadas com
fungicida, permaneceram viaveis no solo por todo o periodo avaliado (34
meses). As sementes de S. anthemidiflorus apresentaram reducdo significativa
na germinabilidade, apdés o 12° més de armazenamento, com nenhuma
germinabilidade no 34° més. As sementes de Comanthera bisulcata, elegans e
venusta mostraram reducdo significativa da germinabilidade, ao longo de 26
meses (Comanthera bisulcata) e 22 meses de armazenamento (Comanthera
elegans e Comanthera venusta), apresentando percentagens inferiores a 40% no
final do experimento (GARCIA, OLIVEIRA; DUARTE, 2014).

Considerando a reducéo na taxa de germinacgdo das espécies de sempre
vivas com o tempo de armazenamento, em condi¢des naturais, e a escassez de
conhecimento sobre manejo, é urgente a necessidade de geracdo de

conhecimento sobre formas alternativas de propagacdo e de conservagdo do
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material genético dessas espécies. A elaboragdo de protocolos de conservagao de
sementes em nitrogénio liquido (criopreservacdo) poderia garantir a formacédo de
um criobanco de sementes, garantindo, portanto, o armazenamento em longo
prazo.

Dentre as técnicas de conservacdo in vitro, a criopreservacdo é
considerada uma das mais promissoras. Esta técnica consiste na conservagdo do
material biol6gico em nitrogénio liquido na sua forma liquida a -196°C ou vapor
a -150°C. Essa ultrabaixa temperatura reduz, drasticamente, todas as reacGes
metabdlicas, garantindo a viabilidade do armazenamento por longos periodos
em razdo de a energia cinética molecular ser muito baixa e a difusdo ser
extremamente lenta (LI et al., 2014). Podem-se utilizar diferentes tipos de
explantes para a conservacdo, dentre 0s quais se podem citar: protoplastos,
suspensBes celulares, calos embriogénicos, gemas apicais e laterais, sementes,
embrides zig6ticos e somaticos (ENGELMANN, 2000). Além disso, as culturas
sdo armazenadas em pequenos espagos e estdo protegidas de contaminacao,
requerendo uma pequena manutencdo. Outro ponto relevante € o fato do custo
do armazenamento em um banco criogénico ser mais barato que outros sistemas
disponiveis (ENGELMANN, 2004).

O teor de agua dos explantes ho momento da imersdo em nitrogénio
liquido representa o fator mais critico para o sucesso da criopreservacao
(PENCE, 1995; STANWOOD, 1985). A umidade deve ser reduzida em um
nivel tal que a formacdo de gelo intracelular, durante a etapa de congelamento,
seja minimizada, com isso, mantendo elevados niveis de capacidade de retomada
do crescimento (BLACK; PRITCHARD, 2002).

A prevencdo da formagdo de cristais de gelo pode ser obtida pela
vitrificacdo que permite uma rapida taxa de congelamento. A vitrificacdo é
definida como uma transi¢do direta da agua no estado liquido para um estado

amorfo ou vitreo, ou em outras palavras, é a solidificacdo de liquidos sem a
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cristalizacdo (ENGELMANN, 2011). Obtém-se o estado de vitrificacdo pelo
congelamento rapido em nitrogénio liquido. Para tanto, é necessario que a
solugdo celular esteja muito concentrada para evitar injdrias letais durante a
imersao no nitrogénio liquido.

Esse processo é dependente do incremento da viscosidade que ocorre
guando os solutos se tornam mais concentrados. A desidratacdo, uma forma de
concentrar a solugdo celular, pode ser obtida em cdmara de fluxo laminar ou em
silica gel, desidratacdo por congelamento, aplicagdo de substancias
crioprotetoras penetrantes ou ndo, ou ainda pela utilizacdo das técnicas em
conjunto (PANIS; SWENNEN, 2005; ENGELMANN, 2011). O aumento da
viscosidade inibe a formacdo de cristais de gelo, porém o estado de vitrificacdo é
instavel, principalmente, durante o descongelamento. Nessa etapa pode haver
formacdo de cristais de gelo quando este passa do estado de vitrificado para o
estado liquido. Para evitar a recristalizacdo, o material deve ser retirado do
nitrogénio liquido e rapidamente descongelado (CHEN et al., 2011; BENSON,
2008; SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008).

A criopreservacdo visando a conservacgdo ex situ de sementes de sempre
vivas foi aplicada apenas para sementes de Xyris cipoensis (MOREIRA et al.,
2014) e ndo ha relatos de estudos envolvendo as demais técnicas descritas
acima. O desenvolvimento de protocolos de criopreservacdo pode contribuir
para a preservacdo dos recursos genetico dessas espécies, listadas como

ameacadas de extincao.
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CAPITULO 2 Estabelecimento in vitro, controle de senescéncia e
multiplicagdo de Comanthera bisulcata (korn.) L.R.
Parra & Giul.

RESUMO

Comanthera bisulcata (Eriocaulaceae) é uma espécie ornamental, que
ocorre no ambiente de Campo Rupestre e encontra-se na lista de espécies
ameacadas de extincdo. Uma das alternativas, para a conservacdo de espécies
ameacadas, é a aplicacdo da técnica de cultura de tecidos. Objetivou-se, com o
presente estudo, realizar o estabelecimento in vitro, o controle da senescéncia e a
multiplicacdo de plantulas de Comanthera bisulcata. Para o estabelecimento in
vitro, foi realizada a desinfestacdo de sementes em diferentes tempos (1, 5, 10,
15 e 20 minutos) de imersdo ao NaOCIl. A germinacdo e o crescimento de
plantulas foram avaliados em meio WPM com diferentes pH (4,4; 5,0; 5,4 € 5,8).
Para o controle de senescéncia, foram testadas 0, 0,2, 2 e 20 uM de AgNO; e
para controle de oxidacdo foram testadas O e 400 mg L™ de PVP. Para a
multiplicagdo testaram-se 2,68 UM de ANA combinado com 2,27 uM de TDZ,
2,22 UM de BAP ou 2,32 uM de KIN. Posteriormente, foi realizado um
experimento comparando o sistema semissdlido e o sistema de imersdo
temporaria liquida Plantform®. Os resultados demonstraram que a maior
porcentagem de desinfestacdo (96%) e de germinacdo (54%) de sementes foi
observada em cinco minutos de imersdo ao NaOCI. As plantulas cultivadas em
pH 4,4 apresentaram maior comprimento médio de raizes (1 cm) e maior altura
média (2,8 cm) de plantulas. Durante a fase de multiplicacdo, a senescéncia de
plantulas pode ser reduzida com 0,2 pM de AgNO; e a oxidacdo com 400 mg L™
do antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) e 2,68 uM de ANA + 2,27 uM de
TDZ é adequado para induzi-la a brotagdes. A taxa de crescimento relativo e
peso médio de plantulas demonstraram a superioridade do sistema de imersdo
liquida temporéria (Plantform®) em relacdo ao sistema semissolido durante a
micropropagacgdo de Comanthera bisulcata.

Palavras-chave: Espécie nativa. Biorreator. Cultivo in vitro. Nitrato de prata.
Campo Rupestre.
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ABSTRACT

Comanthera bisulcata (Eriocaulaceae) is an ornamental species,
occurring in campos rupestres environment and is on the list of endangered
species. An alternative to the conservation of endangered species is the
application of tissue culture technique. The aim of this study was to perform in
vitro establishment, control of senescence and the multiplication of Comanthera
bisulcata seedlings. To establish in vitro, the seed disinfection was performed at
different times (1, 5, 10, 15 and 20 minutes) soaking in NaOCI. The germination
and growth of seedlings were evaluated in WPM medium with different pH (4,4,
5,0, 5,4 and 5,8). For the control of senescence as 0, 0,2, 2, 20 pM AgNO; and
oxidation control was tested 0 and 400 mg L™ PVP. For multiplication was
testing 2,68 UM of NAA + 2,27 uM of TDZ, 2,22 uM of BAP or 2,32 uM of
KIN. Subsequently, an experiment was conducted comparing the semi-solid
system and the temporary immersion system (Plantform®). The results
demonstrated that the highest percentage of disinfestation (96%) and
germination (54%) of the seeds was observed in five minutes immersion NaOCI.
Seedlings grown at pH 4,4 showed higher average root length (1 cm) and greater
average height (2,8 cm) of seedlings. During the proliferation phase, the
seedlings senescence may be reduced with 0,2 mM of AgNO; and oxidation
with 400 mg L™ antioxidant polyvinylpyrrolidone (PVP) and 2,68 pM of 2,27
KM ANA + TDZ is suitable to induce shoots. The growth rate of average values
and relative weight of seedlings demonstrated the superiority of temporary
immersion system liquid (Plantform®) relative to the semi-solid system during
micropropagation Comanthera bisulcata.

Keywords: Native species. Bioreactor. in vitro culture. Silver nitrate and
Campos rupestres.
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1 INTRODUCAO

Comanthera bisulcata (Korn.) L.R. Parra & Giul. é uma espécie
ornamental, popularmente, denominada como sempre viva, pertencente a familia
Eriocaulaceae e ao género Comanthera L B Sm., que foi restabelecida a partir de
Syngonanthus Ruhland (BARRETO; ECHTERNACHT; GARCIA, 2013). A
familia Eriocaulaceae Mart. compreende, aproximadamente, 1.400 espécies,
incluindo 10 géneros (GIULIETTI et al., 2012). No Brasil, o principal centro de
diversidade da familia é a Cadeia do Espinhago, no Estado de Minas Gerais,
onde se concentra a maioria das espécies alvo dos estudos taxondmicos e mais
de 90% dessas espécies sdo endémicas (GIULIETTI et al., 2005).

As espécies do género Comanthera sdo, popularmente, classificadas
como margaridinhas e essas espécies na década de 80 representaram uma
importante fonte de recursos econémico, em virtude da exportacdo dessas
inflorescéncias, especialmente, para os mercados dos Estados Unidos e da
Europa (GIULIETTI et al., 1987). Desde 1997, essa espécie encontra - se na
Lista Oficial de Espécies Ameacadas do Estado de Minas Gerais (MINAS
GERAIS, 1997). Dentre as principais causas da reducdo da populacdo, em
ambientes de ocorréncia natural, pode - se mencionar a extragcdo excessiva,
indiscriminada e a falta de normativas que estabelecam os procedimentos de
coleta (MOREIRA, 2010).

Uma das alternativas para a conservacdo de espécies nativas que se
encontram ameacadas de extingdo é a aplicagdo da técnica de cultura de tecidos.
Essa técnica tem sido aplicada com sucesso para a propagacdo de Comanthera
mucugensis subsp. mucugensis (LIMA-BRITO et al., 2011), C. elegantula e C.
elegans (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2013; PEGO; PAIVA; PAIVA, 2014). Na

propagacdo in vitro de sempre vivas, um dos principais problemas é a
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senescéncia precoce de plantulas. Esse processo € regulado pelo balanco entre o
etileno e as citocininas nos tecidos (WOJTANIA et al., 2015).

O uso da técnica de cultura de tecidos convencional para a propaga¢ao
em massa de plantas utilizando o meio de cultura semissolido, pode aumentar o
custo de producdo das plantas micropropagadas, limitar a taxa de proliferacdo e
a absorcdo de nutrientes (LAMBARDI et al., 2015). O uso de biorreatores de
sistema de imersdo temporaria liquida (TIS) permite a micropropagacdo em
larga escala, a prevencdo de disturbios fisiologicos dos brotos e a hiper-
hidricidade, a possibilidade de computadores serem usados no controle dos
sistemas de biorreatores, apresentando, dessa forma, vantagens sobre a
micropropagagdo convencional em termos de automagdo e da reducdo do
trabalho (SILVA et al., 2007).

O Plantform®, um dispositivo de TIS, recentemente, desenvolvido,
permite a imersdo periédica de forma independente e a ventilacdo dos
recipientes (WELANDER et al., 2014). Estudos recentes, usando o Plantform®,
tem sido conduzido em Carex oshimensis, Chrysanthemum morifolium, Ficus
carica, Ribes rubrum, Myrtus communis e Olea europaea (BENELLI;
MOREIRA; CARLO, 2015; LAMBARDI et al., 2015) e os resultados obtidos
confirmaram a superioridade da TIS, baseada em Plantform®, em relagdo ao
sistema semissolido para a proliferacdo de explantes de alta qualidade. Porém,
ndo ha relatos de estudos desenvolvidos com o protétipo Plantform® para a
micropropagacgao de Comanthera bisulcata.

Objetivou se, com o presente estudo, realizar a caracterizacdo
ultraestrutural de sementes, o estabelecimento in vitro, o controle da senescéncia
e a multiplicagdo de plantulas de Comanthera bisulcata (Koérn.) L.R. Parra &
Giul.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As inflorescéncias da sempre viva Comanthera bisulcata (chapadeira)
foram adquiridas no comércio local na cidade de Diamantina-MG.
Posteriormente, as inflorescéncias foram processadas no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas da Universidade Federal de Lavras. O processamento
consistiu da retirada de sementes das inflorescéncias, de forma manual e da
separacdo realizada com auxilio de uma peneira. As sementes foram
armazenadas em geladeira (8°C), por dois meses, até a montagem dos

experimentos.

2.2 Caracterizacdo ultraestrutural de sementes

Os experimentos de microscopia eletrénica de varredura foram
realizados no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural
(LME), localizado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras.

As sementes de sempre vivas foram fixadas em solu¢do de Karnovsky
(1965), modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2), sendo mantidas em geladeira, a 10 °C, por
72 horas. As amostras foram lavadas trés vezes em tampéo cacodilato 0,05 M,
durante 10 minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas em agua
destilada e p6s- fixadas em tetréxido de 6smio (OsO,) e desidratadas em série
crescente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%), durante 10 minutos, em cada
solucéo e trés vezes em acetona pura (100%). As amostras foram montadas em

portas-amostras (stubs). A secagem foi realizada ao ponto critico (Bal-Tec®)
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tendo como meio de desidratacdo, o0 CO,. Em seguida, as amostras foram
metalizadas com ouro (metalizador Bal-Tec®) e examinadas em microscopio
eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP (ALVES et al., 2004).

2.3 Germinacdo in vitro

Para a desinfestacdo em camara de fluxo laminar, as amostras de 50 mg
de sementes de sempre vivas foram colocadas em tubos plasticos estéreis de 25
mL com fundo conico e adicionado 10 mL de etanol 70%. Ap6s 30 segundos,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril, o etanol foi removido e adicionado
10 mL de NaOCI (1% de cloro ativo). Ap6s diferentes periodos (1, 5, 10, 15 e 20
minutos) de imersdo, a solugdo de NaOCI foi removida com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur estéril. Em seguida, as sementes foram lavadas trés vezes em
agua destilada e autoclavada e, imediatamente, inoculadas em tubos de ensaio,
contendo meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) suplementado
com 15 g L™ de sacarose (MOREIRA et al., 2014). Em cada tubo, foram
inoculadas cinco sementes.

O meio foi solidificado com 7 g L™ de &gar e o pH foi corrigido para 5,8
antes da autoclavagem a 121°C e a um 1,2 de pressdo por 20 minutos. Para cada
periodo de imersdo, foram utilizadas 50 repeticdes e cada repeticao constituiu de
um tubo contendo cinco sementes.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradiancia de fétons de 36 pmol m-2 s-!, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+ 2 °C. A porcentagem de sementes desinfestadas e a

porcentagem de sementes germinadas foram avaliadas ap6s 30 dias de cultivo.
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2.4 Influéncia do pH na germinagéo in vitro

Para a desinfestacdo em camara de fluxo laminar, as amostras de 50 mg
de sementes de sempre vivas foram colocadas em tubos plasticos estéreis de 25
mL com fundo conico e adicionado 10 mL de etanol 70%. Ap6s 30 segundos,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril, o etanol foi removido e adicionado
10 mL de NaOCI (1% de cloro ativo). Apds cinco minutos de imerséo, a solucdo
de NaOCI foi removida com o auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril. Em
seguida, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada e,
imediatamente, inoculadas em meio de cultura WPM suplementado com 15 g L™
de sacarose (MOREIRA et al., 2014) e o pH foi ajustado para diferentes valores
(4,4; 5,0; 5,4 e 5,8) que foram os tratamentos testados. O pH 4,4 foi baseado em
analises de solo de ocorréncia natural de sempre vivas (MOREIRA, 2010). O
meio de cultura foi solidificado com 7 g L™ de 4gar. Apds a inoculacdo, as
sementes foram mantidas em sala de crescimento sob irradiancia de 36 pmol m-?
s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C. Apés 30 dias da
incubacdo, foi avaliada a porcentagem de sementes germinadas em cada
tratamento e, apds 90 dias, foram avaliadas a altura média de plantulas, nimero
de brotacBes, comprimento médio de raizes de plantulas desenvolvidas in vitro
em diferentes condi¢des de pH. Cada tratamento foi composto por 50 repeticdes,

e cada repeticdo foi constituida por um tubo contendo cinco sementes.
2.5 Controle de senescéncia

Para o controle da senescéncia, as plantulas com trés meses de idade,
originadas de sementes germinadas in vitro, foram inoculadas em meio WPM
suplementado com 15 g L™ de sacarose (MOREIRA et al., 2014) e diferentes
concentragdes (0, 0,2, 2 e 20 uM) de AgNO;. O meio foi solidificado com
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7 g L™ de agar e o pH foi corrigido antes da autoclavagem a 121°C e a 1,2 atm
de pressdo, por 20 minutos. A solidificagdo do meio de cultura ndo ocorreu de
forma adequada, quando foi adicionado AgNO; e 0 pH ajustado para 4,4. Para
resolver esse problema foi usado pH 5,8.

Para cada tratamento, foram usadas 50 repeticdes e cada repeticdo
constituiu de um tubo, contendo uma plantula.

Apbs a inoculagdo, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
sob irradiancia de 36 pmol m-?s™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 *
2°C. Apods 60 dias da incubacdo, foi avaliada a porcentagem de plantulas

sobreviventes em cada tratamento.
2.6 Controle da oxidacéo

Para o controle da oxidacdo, as plantulas com trés meses de idade,
originadas de sementes germinadas in vitro, foram inoculadas em meio WPM
suplementado com 15 g L™ de sacarose (MOREIRA et al., 2014), 0,2 pM de
AgNO; e duas concentracdes (0 e 400 mg L™) de PVP. O meio foi solidificado
com 7 g L™ de 4gar e o pH foi corrigido para 5,8 antes da autolavagem a 121°C
e a 1,2 atm de pressdo, por 20 minutos. Para cada tratamento, foram usadas 50
repeticdes e cada repeticdo constituiu de um tubo, contendo uma plantula.

Apos a inoculagéo, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
sob irradiancia de 36 pmol m-?s™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 +
2°C. Depois de 60 dias da incubacéo, foi avaliada a porcentagem de plantulas

sobreviventes em cada tratamento.
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2.7 Efeito de diferentes fontes de citocininas

Para a multiplicagéo, as plantulas com trés meses de idade, estabelecidas
in vitro, foram inoculadas em meio WPM suplementado com 15 g L™ de
sacarose (MOREIRA et al., 2014), 0,2 uM de AgNO3, 400 mg L™ de PVP e 2,68
MM de acido naftaleno acético (ANA) combinado com 2,27 uM de thidiazuron
(TDZ), 2,22 pM de benziladenina (BAP) e 2,32 uM de cinetina (KIN). Como
controle, foi utilizado meio WPM suplementado com 15 g L™ de sacarose, 0,2
UM de AgNO; e 400 mg L™ de PVP. O meio foi solidificado com 7 g L™ de &gar
e o pH foi corrigido para 5,8 antes da autolavagem a 121°C e a 1,2 atm de
pressdo, por 20 minutos. Para cada tratamento, foram usadas 50 repeti¢Oes e
cada repeticdo constituiu de um tubo, contendo uma plantula.

Apo0s a inoculagdo, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento
sob irradidncia de 36 umol m->s™, foto periodo de 16 horas e temperatura de 25
+ 2°C. Ap6s 60 dias da incubacdo, foi avaliada, em cada tratamento, a

porcentagem de sobrevivéncia de calos e a porcentagem de brotacdes.

2.8 Comparacdo entre sistema convencional de cultura e o sistema de

imers&o temporéria (Plantform®)

Para realizar a comparacéao entre o sistema convencional de cultura e o
sistema de imersdo temporaria, as plantulas com aproximadamente, um (um)
cm de altura e com trés meses de idade, foram transferidas para o sistema de
imersdo temporéria liquido Plantform® (www.plantform.se) e para o sistema
semissolido.

O biorreator Plantform® é fabricado em policarbonato transparente com
tamanho de 180 x 160 x 150 mm. O interior do biorreator é constituido de uma

cesta com orificios de 1mm, sobre a cesta é disposto o material a ser
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subcultivado. Uma moldura com quatro pernas é colocada por cima do cesto
para evitar que ele suba quando ocorre a aplicacdo de ar no biorreator. A
arquitetura do interior do cesto foi construida de forma estratégica, permitindo
que o material vegetal entre em contato com o meio liquido, apenas durante o
periodo, quando ocorre a injecdo de ar (WELANDER et al., 2014).

A condicdo de imersdo temporaria testada foi 12 minutos/8 horas. O ar
foi renovado por 15 minutos, a cada quatro horas. Como controle foram
utilizadas plantulas cultivadas em frascos de vidro de 500 mL, contendo 100 mL
de substrato semissélido, contendo 15 plantulas cada. No sistema semissdlido, as
plantulas foram subcultivadas no meio de cultura definido nos itens 2.5, 2.6 e
2.7. Para o sistema de imersdo temporaria, foi utilizado o0 mesmo meio utilizado
no sistema semissélido com a auséncia do agar e 30 plantulas. No sistema
semissolido foram utilizados dois frascos de vidro com 15 plantulas cada. Os
subcultivos foram realizados, a cada 30 dias, totalizando dois subcultivos
durante o periodo experimental.

No final de cada subcultivo, foi avaliada a taxa de crescimento relativo
(TCR), sendo calculada pela seguinte equacdo: TCR = (In M2 - In M1)/(t2 -t1) ,
onde: M1 e M2 = massa fresca das plantulas referente aos tempos tl e t2,
respectivamente, e o In = logaritmo neperiano. Apds o segundo subcultivo,
foram avaliadas: o nimero médio de folhas por planta, o diametro médio de
roseta, a porcentagem de plantulas com organogénese (NUmero de plantulas com
organogénese/NUmero total de plantulas cultivadas) * 100, o peso médio fresco
de plantulas e a percentagem de plantas com hiper-hidricidade (Numero de

plantulas com hiper-hidricidade/ Numero total de plantulas cultivadas) * 100.



44

2.9 Andlises estatisticas

Utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011), os dados foram
submetidos 8 ANOVA e as médias qualitativas comparadas pelo teste de Scott-
Knott ou pelo teste de Tukey utilizando o p <0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo ultraestrutural de sementes

A caracterizacdo das sementes de Comanthera bisulcata é importante,
pois no presente estudo essas foram usadas como a primeira forma de
propagacdo, na fase de estabelecimento in vitro. As sementes do género
Comanthera apresentam caracteristicas morfoldgicas especificas que permitem
identifica-las ao nivel de espécie. Dentre essas caracteristicas para C. bisulcata
pode - se mencionar o formato eliptico oval, 0 comprimento que pode variar de
0,30 a 0,50 mm, sendo consideradas sementes pequenas (Figura 1).

Figural Eletromicrografia de varredura em semente de Comanthera bisulcata.
Barra representa 100 um. T (tegumento), O (opeérculo) e Ex (regido
onde ocorre a emissdo do eixo embrionario durante a germinacéo)
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A escultura primaria é rugosa ondulante, por projecdes formadas, a
partir da camada interna das saliéncias exteriores. Os revestimentos sdo Unicos
em cada espécie e para Comanthera bisulcata pode observar neste, estruturas
concavas e convexas (BARRETO; ECHTERNACHT; GARCIA, 2013). O
revestimento da semente desenvolve conforme modificacdes de tegumentos em
torno do 6vulo. As modificagBes nas células do tegumento interno formam a
micrdpila, em que aumenta o nimero de células, por meio de divisdes anticlinal
e ocorre 0 acimulo de substancias fendlicas, originando o opérculo (COAN;
ROSA; SCATENA, 2007). O desenvolvimento do eixo embrionario como a
primeira estrutura que aparece, durante a germinacdo, foi descrita para
Comanthera elegans. Com base nesse eixo, desenvolvem-se, primeiramente, as
folhas e, posteriormente, as raizes adventicias (SCATENA; LEMOS-FILHO;
LIMA, 1996).

3.2 Germinacao in vitro

A porcentagem de descontaminacdo de sementes foi influenciada de
forma significativa pelo periodo de exposicdo ao NaOCI (p=0.0055). As
sementes expostas, durante cinco minutos ao NaOCI, apresentaram uma taxa de
descontaminacgdo de 96% (Figura 2A) e 54% de germinacdo (Figura 2B). Ap0s
cinco minutos de exposi¢cdo ao NaOCI, uma redugdo na taxa de germinacéo de

sementes foi observada (p=0.0143) (Figura 2B).
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Figura 2 Percentagem de descontaminagdo (A) e taxa de germinagdo (B) de
sementes de Comanthera bisulcata cultivadas in vitro, apds diferentes
periodos de exposi¢do ao NaOCI. Barras (xSE) seguidas de mesma
letra ndo apresentam diferenca significativa de acordo com teste de
Tukey
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3.3 Influéncia do pH na germinacéo e no desenvolvimento in vitro

Verificou-se uma diferenca significativa avaliando os diferentes pH. A
diferenca significativa foi observada para as variaveis altura média de plantas
(p=0.0026) e para o0 comprimento médio de raizes (p=0.000) (Figuras 3 A e B).
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Figura 3 Altura média de plantulas (A) e Comprimento médio de raizes (B) em
plantulas de Comanthera bisulcata cultivadas in vitro em diferentes
pHs. Barras (+SE) seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa de acordo com Tukey
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Entretanto, o pH néo influenciou de forma significativa a porcentagem
de germinacdo de sementes (p=0.0804) e o nimero de brotacfes (p=0.8595). A
germinacdo média foi de 70% e foram observadas, em média, 1,2
brotagdes/planta. As plantulas cultivadas em pH 4,4 demonstraram uma maior
altura média (2,8 cm) quando comparadas as plantas cultivadas em pH 5,0, 5,4 e
5,8. Em meio mais acido (pH 4,4), foram observadas, também, plantulas com
maior comprimento médio de raizes (1 cm). Na medida em que o0 meio se tornou
mais basico, observou-se uma reducdo no comprimento médio de raizes,
possivelmente, esse efeito pode estar associado a uma maior disponibilidade de
nutrientes nessa faixa de pH, resultando em uma menor alocacdo de biomassa
para as raizes, destinadas a absorver nutrientes. As espécies de sempre vivas
ocorrem em solos acidos (NUNES et al., 2008), o que pode justificar plantulas
com maior altura e com maior comprimento de raizes quando cultivadas em
meio com pH 4,4 (Figura 3 A e B).

No cultivo in vitro, o pH é considerado um fator critico do meio de
cultura, podendo afetar a disponibilidade de nutrientes, de fitoreguladores de
crescimento e no grau de solidificacdo do agar, geralmente, esse € ajustado huma
faixa que varia de 5,0 a 6,5 para o desenvolvimento adequado da maioria das
espécies (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; GRATTAPLAGIA; MACHADO,
1998). Em diferentes pH (4,8, 5,8 e 6,8) testados, para mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes), uma espécie arbérea nativa do Cerrado, a porcentagem de
germinacdo de sementes foi semelhante, demonstrando a ndo significancia dos
tratamentos testados (SOARES et al., 2009).

3.4 Controle de senescéncia

Em Comanthera bisulcata, o processo de senescéncia é caracterizado

pelo amarelecimento das estruturas vegetais, principalmente, as folhas,
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resultando na mortalidade das plantulas. Essa iniciou uma semana, apos 0
subcultivo. Para controlar a senescéncia de plantulas, foi adicionado ao meio de
cultura, nitrato de prata (AgNO3). Esse composto age como inibidor da acdo do
etlileno e, também, como antioxidante. A adi¢do de nitrato de prata ao meio de
cultura incrementou a taxa de sobrevivéncia de plantulas (p=0.000). As plantulas
multiplicadas em meio WPM, com auséncia de nitrato de prata, apresentaram
uma baixa sobrevivéncia (22%), resultante do processo de senescéncia (Figura
4). A maior sobrevivéncia (48 %) foi observada em plantulas cultivadas em
meio contendo 0,2 uM de AgNQO; e conforme essa concentragao, ocorreu uma

reducdo na taxa de sobrevivéncia (Figura 4).

60 -
da

~ 50 -

2 b

ZE 40 A

=2

S 30 -

E c

S 90 -

l.'.if} [
lﬂ_ l
0

0 0.2 2 20

AgNO; (uM)

Figura 4 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de Comanthera bisulcata
(cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes
concentragdes de nitrato de prata (AgNO3). Barras (+SE) seguidas da
mesma letra ndo apresentam diferenca significativa de acordo com
teste de Tukey
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Em plantulas cultivadas em meio de cultura, contendo 20 uM de AgNO;,
foi observada a presenca de pontuacBes escuras na base das brotacfes, o que
pode ser consequéncia da fitoxidade, indicando que a concentracdo 20 UM de
AgNO; pode ser considerada alta para a multiplicacdo in vitro de plantulas de
Comanthera bisulcata.

3.5 Controle da oxidagéo

A adicdo de PVP influenciou de forma significativa a sobrevivéncia de
plantulas (p=0.000). Houve 36% de sobrevivéncia de plantulas cultivadas em
meio suplementado com o antioxidante PVP, quando comparadas as plantulas

cultivadas apenas em meio suplementado com sacarose (Figura 5).
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Figura5 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de Comanthera bisulcata.
Cultivadas em meio WPM suplementado com 0,2 uM de nitrato de
prata (AgNO3) e com duas concentragdes (0 e 400 mg L™) de PVP
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Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais
livres antes que ataquem os alvos biolégicos nas células (SOUSA et al., 2007).
Essas substancias podem atuar inibindo a sintese ou a a¢do de enzimas ligadas a
oxidagdo dos polifendis ou agir como adsorventes dessas substancias. Os fendis
sdo adsorvidos pela polivinilpirrolidona (PVP), por meio de ligacbes de
hidrogénio, o que previne a oxidacdo e polimerizacdo, além de adsorver 0s
produtos da oxidacdo fenodlica, ou seja, as quinonas (ABDELWAHD et al.,
2008). O PVP reage com os compostos oxidados e seu principal efeito no meio
de cultura esta relacionado com a capacidade de inibir a liberacdo de compostos
fendlicos (GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

3.6 Efeito de diferentes fontes de citocininas

A combinacdo de reguladores de crescimento com polivinilpirrolidona
(PVP) e o nitrato de prata aumentou a sobrevivéncia de plantulas (p=0.002),
indicando que a baixa sobrevivéncia, apds a multiplicacdo, também, pode ser
resultante de um processo de senescéncia e/ou oxidagdo. As diferentes fontes de
citocininas influenciaram de forma significativa o desenvolvimento de plantulas.

Dentre as trés fontes de citocininas testadas, o efeito do TDZ foi
superior, pois as plantulas cultivadas no meio que continham esse regulador
apresentaram uma maior taxa de sobrevivéncia (76%) (p=0.002). A maior taxa
de sobrevivéncia observada em plantulas cultivadas no meio suplementado com
PVP, nitrato de prata, sacarose e auxina (ANA), combinados com diferentes
fontes de citocininas (BAP, TDZ e KIN), foi o critério utilizado para a escolha
desse grupo para definir a citocinina a ser usada para a multiplicacdo de

plantulas (Figura 6).
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Figura6 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de Comanthera bisulcata.
cultivadas em meio WPM suplementado com 0,2 uM de nitrato de
prata (AgNO3) 400 mg L™ de PVP e diferentes fontes de citocininas

KIN (cinetina), 6-benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron (TDZ) e na
auséncia de citocininas (CONT.)

Pode - se atribuir a esse aumento, na porcentagem de plantulas
sobreviventes, a um possivel efeito sinérgico da acdo conjunta das citocininas,
do antioxidante PVP e do nitrato de prata (AgNO3) que pode ter exercido a
funcdo, também, de antioxidante e/ou inibindo uma possivel acdo do etileno,
geralmente, acumulado em ambientes fechados, sendo responsavel por acelerar
0 processo de senescéncia nas plantulas cultivadas in vitro. A adicdo de
antioxidante, junto com nitrato de prata, incrementou a sobrevivéncia de
plantulas de gréo de bico inoculadas in vitro (SANYAL et al., 2005).

As diferentes fontes de citocininas influenciaram de forma significativa
a porcentagem de plantulas com organogénese indireta (p=0.0001) e a
porcentagem de plantulas que apresentaram brotacdes (p=0.0000). O processo

de organogénese indireta, que ocorreu na sempre viva Comanthera bisulcata,
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pode ser descrito, inicialmente, como a formagdo de uma massa de células na
coloracdo esverdeada, em que surgem as folhas (Figura 7A, B e C) e,
posteriormente, essa massa de células pode originar uma ou mais brotacGes
(Figura 7D). O meio WPM suplementado com sacarose, PVP (400 mg L) e
AgNO; (0,2 pM) induziu organogénese indireta (10%), mas a presenca de
citocininas (BAP, TDZ e KIN) aumentou a porcentagem de plantulas com
organogénese indireta (Figura 8). A maior porcentagem de plantulas com
organogénese indireta foi observada no meio suplementado com BAP ou com
TDZ.

Figura 7 Plantulas de Comanthera bisulcata cultivadas in vitro em varias fases
de desenvolvimento. (A) 15, (B) 30, (C) 60 e (D) 90 dias apds o
subcultivo. Barras representam 1 cm
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Figura 8 Porcentagem de plantulas com organogénese indireta de Comanthera
bisulcata cultivadas em meio WPM suplementado com 0,2 uM de
nitrato de prata (AgNO3) 400 mg L™ de PVP e diferentes fontes de
citocininas KIN (cinetina), 6-benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron
(TDZ) e na auséncia de citocininas (cont.). Barras (+SE) seguidas da
mesma letra ndo apresentam diferencas significativas de acordo com
Tukey

As brotacBes originadas de plantulas que apresentavam organogénese
indireta foram observadas 60 dias, ap6s o subcultivo e ocorreram apenas em
meio de cultura suplementado com citocininas. As porcentagens de plantulas
com brotages, observadas em meio com BAP, KIN e TDZ foram 56, 18 e 50%,

respectivamente (Figura 8)
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Figura9 Porcentagem de plantulas com brotacGes pertencentes a Comanthera
bisulcata. Cultivadas em meio WPM suplementado com 0,2 uM de
nitrato de prata (AgNO3) 400 mg L™ de PVP e diferentes fontes de
citocininas KIN (cinetina), 6-benzilaminopurina (BAP) e thidiazuron
(TDZ) e na auséncia de citocininas (cont.). Barras (+SE) seguidas da
mesma letra ndo apresentam diferencas significativas de acordo com
Tukey

A maior sobrevivéncia (76%) observadas em plantulas cultivadas em
meio suplementado com TDZ foi o critério de escolha dessa citocinina na
comparac¢do do desenvolvimento de C. bisulcata no sistema semissolido e no
sistema de imersdo liquida, usando o protétipo Plantform®. Essa mesma
citocinina TDZ foi utilizada para a micropropagagdo de Comanthera elegans

(PEGO; PAIVA; PAIVA, 2014).
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3.7 Comparagao entre sistema convencional de cultura e o sistema de

imersdo temporaria (Plantform®)

Independentemente do sistema de cultivo liquido ou semissolido, a TCR
(Taxa de crescimento relativo) do primeiro subcultivo (4,77 e 3,70) foi superior
qguando comparada a do segundo subcultivo (2,89 e 2,19). Indica que o maior
incremento em peso fresco ocorre nos primeiros trinta dias de subcultivo. Nos
dois subcultivos, a TCR do sistema liquido (4,77 e 2,89) foi superior ao do
sistema semissoélido (Tabela 1). O calculo da taxa de crescimento relativo (TCR)
reflete 0 aumento da matéria organica fresca, das plantulas num intervalo de
tempo, sendo fungdo do tamanho inicial, ou seja, do material pré-existente
(BENINCASA, 2003), isto &, no dia do subcultivo.

Tabelal Multiplicacdo de plantulas pertencentes a Comanthera bisulcata.
Cultivadas em sistema semissolido e em sistema de imerséo
temporaria (Plantform®), durante duas subculturas. TCR (taxa de
crescimento relativo) = (g. g™ dia™)

Primeiro Subcultivo Segundo Subcultivo
TCR TCR
Plantform® 477 2,89
Semissolido 3,70 2,19

A maior area de contato dos explantes com o meio de cultivo liquido e,
consequentemente, uma maior absor¢do dos nutrientes, que ocorreu no
biorreator Plantform®, (Figura 10), pode ter contribuido para um maior valor de
TCR (taxa de crescimento relativo) quando comparado ao sistema de cultivo
semissolido. Esse sistema pode limitar a absorgdo dos nutrientes, em razéo de
uma menor superficie de contato do explante com o meio de cultivo, o que pode
ter ocasionado uma menor taxa de crescimento relativo no sistema semi-solido.

Estudos realizados em espécie ornamental, como helicénia, usando o
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sistema de imersdo liquida, também, demonstraram a superioridade desse
sistema em relacdo ao método tradicional de micropropagac¢do usando o sistema
semissolido (RODRIGUES et al., 2006).

Figura 10 Plantulas de Comanthera bisulcata cultivadas in vitro. (A) Sistema
semissélido e (B) Sistema de imersdo temporaria liquida
(Plantform®). Plantulas cultivadas no sistema semissélido no final do
primeiro (C) e do segundo (E) subcultivo. Plantulas cultivadas no
sistema de imersdo temporaria liquida no final do primeiro (D) e do
segundo (F) subcultivo. Barras representam 1cm
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A taxa de multiplicacdo de plantulas no sistema de imersdo liquido
(Plantform®) foi de 1: 2.33, enquanto no sistema semissélido foi de 1: 2.06.
Esse dado significa que a cada explante inicial originou 2.33 e 2.06 explantes
para o sistema de imersdo tempordria liquida e para o sistema semissélido,
respectivamente. Demonstra que o sistema de imersdo temporaria liquida é mais
eficiente, para promover a multiplicacdo de plantulas, quando comparado ao
sistema semissolido.

Realizando a caracterizagdo individual de plantulas, cultivadas nos dois
sistemas (Tabela 2), verificou se que as plantulas com o maior peso médio
(0,86g) foram observadas no sistema de imerséao liquido e as de menor peso no
sistema semissoélido (0,20g) (p=0.000). As variaveis, altura média de plantulas, o
nimero de folhas por planta, o didmetro de roseta, as porcentagens de plantulas
com organogénese indireta ndo apresentaram diferenga significativa entre os
sistemas semissolido e o de imersdo temporéria liquida.

No sistema de imersdo temporéaria (Plantform®), ocorre a constante
renovacdao do ar, durante o periodo de transferéncia do meio, eliminando os
possiveis gases prejudiciais, produzidos pelo metabolismo das plantas que,
normalmente, acumulam-se na fase gasosa dos sistemas (LAMBARDI et al.,
2015), e esse fator, também, pode ter contribuido para o melhor
desenvolvimento das plantulas de C. bisulcata no sistema de imersdo liquida

guando comparado ao semissélido (Figura 10).
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Tabela 2 Caracterizacdo de plantulas pertencentes a Comanthera bisulcata
cultivadas em sistema semissélido e o sistema de imersdo temporaria
(Plantform®), no final da segunda subcultura. Letras diferentes em
cada coluna indicam valores significantes diferentes a p < 0.05. PM
(peso médio), AM (altura média), FL (folhas), RS (roseta), Ol
(organogénese indireta) e HP (Hiper-hidricidade)

PM(@ AM(cm) FL() @RS(cm) Ol (%) HP (%)

Plantform® 0,86 a 293a 18,20 a 3,03a 73,00a 43,00a
Semissélido 0,20 b 3,03a 15,30 a 3,60 a 90,00a 0,00b

Entretanto, no sistema de imersdo liquida, foram observadas plantulas
com hiper-hidricidade (43%). A hiper-hidricidade é caracterizada por uma
acumulacdo excessiva de agua pelos tecidos vegetais (CHAKRABARTY et al.,
2006). Em condicBes in vitro, a hiper-hidricidade € incentivada pela alta
umidade e pelo contato direto dos explantes com agua. As plantas hiper-hidricas
tém uma aparéncia translicida com superficie brilhante e fragil (MAJADA,;
SANCHEZ-TAMES, 2003). Uma possivel solugdo para a reducdo da hiper-
hidricidade, observada em plantulas de C. bisulcata, pode ser o cultivo em um

tempo de imersdo menor que a condi¢do testada (12 min/8 horas)
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4 CONCLUSOES

Para o estabelecimento in vitro de Comanthera bisulcata, recomenda-se
a desinfestacdo das sementes em cinco minutos de imerséo ao NaOCI (1% de
cloro ativo) e as sementes podem ser germinadas numa faixa de pH, variando de
4,4 a 5,8. Durante a fase de multiplicagdo, a senescéncia de plantulas pode ser
reduzida com 0,2 pM de AgNO; e a oxidagdo com 400 mg L™ do antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) e 2,68 uM de ANA + 2,27 uM de TDZ é adequado
para induzi-la a brotagdes. Os valores da taxa de crescimento relativo e do peso
médio de plantulas demonstraram a superioridade do sistema de imersdo liquida
temporaria (Plantform®) em relacdo ao sistema semissélido durante a

micropropagacao de Comanthera bisulcata.
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CAPITULO 3 Estabelecimento e conservagao in vitro de Xyris cipoensis
Smith & Downs: espécie ameacgada de extin¢do e ornamental

RESUMO

Xyris cipoensis é uma espécie herbacea, endémica, ocorre nos Campos
Rupestres Brasileiros, a qual apresenta potencial ornamental. Objetivou-se
realizar a micropropagacdo e a conservagdo in vitro de Xyris cipoensis. As
sementes foram descontaminadas em diferentes tempos de exposi¢do ao NaOClI
(1, 5 10, 15 e 20 minutos). O meio WPM suplementado com diferentes
concentracdes de sacarose (5, 10, 15 e 20 g L™) foi avaliado. As sementes foram
armazenadas em nitrogénio liquido. O descongelamento foi realizado em
diferentes periodos (30, 60 e 120 segundos). Diferencas significativas foram
observadas para diferentes periodos de descontaminacdo (p<0.0001),
concentracdo de sacarose (p=0.0004) e periodo de descongelamento (p<0.0001).
A maior porcentagem de descontaminacdo (90%) e de germinacdo (84%) foi
observada apés cinco minutos de exposicdo ao NaOCI e usando 15g L™ de
sacarose, respectivamente. Os periodos de descongelamento (30, 60 e 120
segundos) resultaram em uma taxa de germinacdo de 24, 77 e 39%,
respectivamente. Um eficiente protocolo para o estabelecimento in vitro foi
obtido e uma maior viabilidade pos-descongelamento das sementes
criopreservadas foi alcancada apds o descongelamento por 60 segundos.

Palavras-chave: Espécie nativa. Planta ornamental. Cultura in vitro. Longo
tempo de armazenamento. Espécie endémica.
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ABSTRACT

Xyris cipoensis is an herbaceous species, which is endemic in Brazil's
campos rupestres that have ornamental potential. The objectives of this study
were to realize the micropropagation and conservation in vitro of Xyris
cipoensis. Seeds were decontaminated with different time exposure to NaOCI (1,
510, 15 e 20 minutes). WPM medium with different sucrose concentrations (5,
10, 15 e 20 g L™) were tested. Seeds were stored in liquid nitrogen. Thawing
was performed for different periods. A significant difference was observed
among the different decontamination periods (p<0.0001), the sucrose
concentration (p=0.0004) and thawing periods (p<0.0001). The higher
percentage of decontaminated and germination (90% and 84%) was observed
after five minutes exposure to NaOCI and using 15g L™ sucrose, respectively.
The thawing period (30, 60 e 120 seconds) regarding germination rates (24, 77
and 39%), respectively. An efficient protocol for the in vitro establishment was
obtained and a higher post-thaw viability of cryopreserved seeds was reached
after thawing for 60 seconds.

Keywords: Native species. Ornamental plant. in vitro culture. Long-term
storage. Endemic species.
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1 INTRODUCAO

Xyridaceae (Poales) é uma familia predominantemente tropical e
subtropical que abrange cinco géneros e, aproximadamente, 415 espécies,
popularmente, conhecidas como sempre vivas. As plantas pertencentes a familia
Xyridaceae sdo herbaceas, perenes e acaules, predominantemente, com flores
amarelas, que ocorrem, principalmente, em regides tropicais e subtropicais
alagadas e Umidas. Algumas dessas espécies podem crescer em condicdes
ambientais especificas e restritas e sobreviver como populacdes pequenas e
isoladas (CAMPBELL, 2012).

O género Xyris é amplamente distribuido nos campos rupestres (Campo
Rupestre), sendo frequentemente encontrado na Serra do Espinhaco e em
Montanhas Gerais da Serra do Goids no Brasil (PIRANI; MENEZES, 1988).
Para o género Xyris, 15 espécies estdo listadas como espécies ameacadas de
extingdo (MINC, 2008) e entre estas podem ser mencionada Xyris cipoensis.
Umas das principais causas da reducdo da populagdo natural dessas espécies é a
extracdo das inflorescéncias para a comercializacdo antes da producdo ou
dispersdo de sementes (MENDONCA; LINS, 2000; PIRANI; MENEZES,
1988). O uso inadequado pode levar a uma rapida perda de diversidade biol6gica
e extingdo dessas espécies, gerando, portanto, uma necessidade urgente de
desenvolver agbes de conservacdo complementares, in situ e ex situ, para
permitir a preservacdo destas espécies (MINC, 2008; PIRANI; MENEZES,
1988).

Dentre as principais formas de conservagdo ex situ podem incluir
métodos convencionais, tais como 0s bancos de sementes e as coletas de campo,
ou pode envolver abordagens biotecnolédgicas de laboratério, tais como bancos
de DNA, conservacdo in vitro e criopreservacdo. Em algumas técnicas de

conservagdo in vitro, os tecidos e 6rgdos da planta s&o, normalmente, mantidos
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em baixa temperatura, mas acima da temperatura de congelamento da agua. Por
outro lado, as amostras, em um estado criogénico, sdo mantidas a temperaturas
ultrabaixas (LAMBARDI; CARLO, 2003; OZUDOGRU et al., 2013).

Entre as técnicas de conservagao ex situ, a criopreservagao é considerada
uma das mais promissoras. Esta técnica significa a conservacdo do material
biolégico em nitrogénio liquido (NL) a -196 °C. Esta ultrabaixa temperatura
reduz drasticamente todas as reacfes metabdlicas, assegurando a viabilidade de
armazenamento em longo prazo (ENGELMANN, 2011, 2000).

Desde o primeiro relato de sucesso na criopreservacdo de plantas,
publicado em 1960, ao longo dos altimos 50 anos, varios procedimentos
criogénicos tém sido desenvolvidos, para quase todas as culturas,
economicamente, importantes, incluindo: culturas basicas, plantas horticolas e
espécies florestais de zonas tropical e temperada (ENGELMANN, 2004; FENG,
2011; LI et al.,, 2014; OZUDOGRU et al., 2013; SMITH; DOWNS, 1968;
WANG, 2004) e estas técnicas foram propostas para 0 armazenamento de
sementes em longo prazo para sementes pequenas e ortodoxas (PRITCHARD,
2004) e, também, para as sementes recalcitrantes (PRITCHARD;
NADARAJAN, 2008). Para a familia Xyridaceae, diversas pesquisas tém focado
seus estudos em taxonomia, anatomia (CAMPBELL, 2012; REMIZOWA et al.,
2012; MOTA; WANDERLEY, 2014) e biologia reprodutiva dessas espécies
(ORIANI; SCATENA, 2011, 2012).

Objetivou-se, dessa maneira, 0 estabelecimento in vitro e a

criopreservacao de sementes de Xyris cipoensis.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As inflorescéncias de X. cipoensis foram coletadas em ambientes de
ocorréncia natural, localizados perto da cidade de Diamantina (18° 20'S, 43°
53'W), no estado de Minas Gerais, Brasil. As inflorescéncias foram removidas,
manualmente, a partir de plantas parentais, quando as sementes apresentam a
coloragcdo marrom escuro, o que sinaliza que elas estdo prontas para a dispersdo
e tém alta viabilidade. Posteriormente, as inflorescéncias foram processadas,

manualmente, para remoc¢ado das sementes.

2.2 Estabelecimento in vitro

Para descontaminacdo, em camara de fluxo laminar, amostras de 50 mg
de sementes (£ 800 sementes) foram colocadas em tubos de plastico estéreis de
25 mL de fundo conico e 10 mL de etanol (70% de concentragdo final) foram
adicionados. Apds 30 segundos, utilizando uma pipeta de Pasteur estéril, o
etanol foi removido e 10 mL de NaOCI (1% de cloro ativo) foram adicionados
para a descontaminacdo por diferentes tempos (1, 5, 10 e 15 minutos). Em
seguida, o0 NaOCI foi removido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril,
as sementes foram lavadas trés vezes em agua estéril antes da inoculacdo em
meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) suplementado com 15 g L™ de
sacarose (MOREIRA et al., 2014). O meio foi solidificado com 7 g L™ de &gar e
o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Apds a inoculagdo, as
sementes foram mantidas numa camara de sala de crescimento sob 36 mol m? s’

! de irradiancia, foto periodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C. A
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eficiéncia de descontaminagéo e a porcentagem de germinacdo foram avaliadas
30 dias, ap6s o cultivo.

Para avaliar o efeito da sacarose sobre a germinacdo das sementes,
amostras de 50 mg de sementes foram esterilizadas com etanol a 70%, durante
30 segundos, seguida por descontaminagdo em NaOCI (1% de cloro ativo)
durante cinco minutos. As sementes foram inoculadas em meioc WPM
suplementado com diferentes concentraces de sacarose (5, 10, 15e20g L™). O
pH foi ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo. Apds a inoculacdo, as sementes
foram mantidas sob as mesmas condigbes de crescimento acima descritas e,

depois de 30 dias, a percentagem de germinagéo foi avaliada.

2.3 Grau de umidade das sementes

Para determinar o teor de umidade das sementes, expresso em um
percentual de peso fresco [U (%)], antes do processo de criopreservacao, trés
amostras de 50 mg de sementes apds a coleta, foram pesadas (peso fresco-FW) e
posteriormente, foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado (105°C)
durante 24 horas. Em seguida, estas mesmas sementes foram pesadas (Peso
Seco-DW). Os dados foram submetidos a equacdo: U (%) = 100 * (FW-
DW)/FW (BRASIL, 2009).

2.4 Congelamento, descongelamento e retomada do crescimento

Para a criopreservacao, as sementes foram transferidas para criotubos de
2 mL e mergulhados em nitrogénio liquido, onde permaneceram durante 24
horas. Apoés este periodo, as amostras foram descongeladas em banho maria a
uma temperatura de 38 £ 2 °C, durante diferentes periodos (30, 60 e 120

segundos). Apds o descongelamento, as sementes foram descontaminadas em



74

etanol a 70%, por 30 segundos e NaOCI (1% de cloro ativo), durante cinco
minutos e, em seguida, inoculadas em meio WPM suplementado com 15 g L™ de
sacarose. Depois da inoculagdo, as sementes foram mantidas sob as mesmas
condigdes de crescimento acima descritas e, aos 30 dias apds de incubacéo, a

percentagem de germinacéo foi avaliada.
2.5 Microscopia eletrénica de varredura

As possiveis mudancas morfolégicas que podem ocorrer em sementes de
X. cipoensis, durante a criopreservacao, foram investigadas com o0 uso de
microscopia eletrénica de varredura. As sementes criopreservadas que foram
descongeladas, durante 30, 60 e 120 segundos e as sementes ndo criopreservadas
(controle) foram fixadas em solucdo de Karnovsky (1965) modificado
(glutaraldeido a 2,5%, 2,5% de formaldeido em tampé&o de cacodilato de sodio
0,05 M, pH 7,2) e mantidas em refrigeracdo a 8 °C durante 24 horas. As
amostras foram lavadas trés vezes em tampéo de cacodilato 0,05 M, durante 10
minutos.

Em seguida, as amostras foram fixadas em tetr6xido de 6smio (OsOy) e
desidratadas em série ascendente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%), durante
10 minutos em cada solugéo e trés vezes com acetona pura (100%). As amostras
foram montadas em porta-amostras (stabs). A secagem das amostras foi
realizada a ponto critico (Bal-Tec ®), o CO, foi usado como 0 meio para obter a
desidratagdo das amostras. Em seguida, as amostras foram metalizadas com ouro
(Sputter Bal-Tec ®) e, finalmente, visualizadas e fotografadas em microscépio
eletrdnico de varredura LEO EVO 40 XVPP (ALVES, 2004).
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2.6 Analise estatistica

Em todos os experimentos, para cada tratamento, utilizaram -se 50
repeticdes e cada repeticdo consistiu de cinco sementes inoculadas por tubo. O
delineamento experimental adotado foi o DIC. Os dados foram submetidos a
ANOVA e as médias foram analisadas pelo teste de Tukey (p<0,05) utilizando o
software de estatistica SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabelecimento in vitro

Houve diferenca significativa para os tempos de desinfestacdo de
sementes (p=0,0001). Ap6s cinco minutos de exposicdo ao NaOCI, 90% das
sementes foram descontaminadas e 60% germinaram (Figura 1 A-B). A redugdo
na taxa de germinacado obtidas apds exposi¢do ao NaOCI acima de cinco minutos
pode estar associada com a toxicidade ao NaOCI (hipoclorito de sddio),
considerando que as sementes com baixo teor de umidade podem permitir uma
rapida absorcdo da solucdo de hipoclorito de sédio. Além disso, uma rapida
absorcdo de agua pode causar danos nas membranas das células, reduzindo a sua
semipermeabilidade e promovendo uma maior absorcdo da solucdo contendo
hipoclorito (SAKALI, 1960).
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diferentes periodos. Barras (£SE) com as mesmas letras ndo diferem
pelo teste de Tukey

Para a cultura in vitro, a concentragdo de sacarose afeta o estado

osmatico e o metabolismo da planta, o que pode influenciar no crescimento
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(NICOLOSO et al., 2003). A concentracdo de sacarose influenciou
significativamente na taxa de germinacdo (p=0,0004). A germinacdo in vitro
aumentou, gradualmente, até a concentracdo de 15 g L™ de sacarose, em que foi
observada uma taxa de 84% de germinacdo (Figura 2). Em mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes), quando a concentracéo de sacarose foi de 20 g L™
foi observada uma reducdo significativa na percentagem de sementes
germinadas. Em determinadas concentragdes, a sacarose afeta a resisténcia
osmoética do meio, prejudicando, assim, no processo de germinacdo, por meio da
reducdo da agua disponivel, para absorcdo realizada pelas sementes e essa
reducdo na disponibilidade de agua pode retardar ou reduzir a taxa de
germinacdo (GEORGE, 2008; SILVA et al., 2014).
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Figura2 Germinacdo de Xyris cipoensis in vitro em diferentes concentracGes
de sacarose para o estabelecimento in vitro. Barras (xSE) com a
mesma letra ndo apresentam diferenca significativa de acordo com o
teste de Tukey
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3.2 Grau de umidade das sementes

As sementes de X. cipoensis, ap6s a coleta em ambientes de ocorréncia
natural, apresentavam um grau de umidade de 12% e foram submetidas
diretamente ao processo de criopreservacdo sem aplicagdo da técnica de
desidratacdo. O grau de umidade apresentado por sementes, antes do processo de
congelamento, € um dos pontos chaves para a criopreservacdo. Em embrides de
Zea mays, que apresentavam como grau de umidade 11%, ou seja, préximo ao
apresentado por sementes de X. cipoensis foi observado um aumento
significativo na sobrevivéncia e a na emergéncia de embrides pos-
descongelamento (WANG et al., 2008).

Estudos mostraram que o grau de umidade em sementes de X. cipoensis,
durante a dispersdo, é de cerca de 14%, sugerindo que elas sdo ortodoxas
(ABREU; GARCIA, 2005). As sementes ortodoxas suportam baixas
temperaturas, incluindo temperaturas abaixo de zero utilizada no
armazenamento em longo prazo sem ter a sua viabilidade comprometida. A
longevidade fisioldgica de sementes ortodoxas aumenta com a diminuicdo da
temperatura de armazenamento ou grau de umidade (PRITCHARD;
NADARAJAN, 2008).

3.3 Congelamento, descongelamento e retomada do crescimento

O processo de congelamento e de descongelamento resulta em um duplo
estresse durante o processo de criopreservacgao e a eficiéncia da criopreservacao,
ou seja, a retomada do crescimento ap0s 0 processo de criopreservacao, também,
pode ser dependente da velocidade de congelamento e de descongelamento
(PRITCHARD; NADARAJAN, 2008). Neste estudo, o periodo de

descongelamento testado foi significativo (P <0, 0001). A maior taxa de
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germinacédo (77%) de sementes foi observada apds o descongelamento durante

60 segundos (Figura 3).
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Figura 3 Efeito de diferentes periodos de descongelamento na germinacgéo de
sementes criopreservadas de Xyris cipoensis. Barras (+SE) com a
mesma letra ndo apresentam diferenca significativa de acordo com o
teste de Tukey

A criopreservacdo das sementes ortodoxas representa uma excelente
ferramenta para a preservacédo da diversidade genética de Xyris cipoensis. Sendo
considerada a mais conveniente e rentavel quando comparada a outros métodos
tradicionais de conservacdo, porque este método pode ser utilizado em longo
prazo de armazenamento (PRITCHARD; NADARAJAN, 2008; WALTERS et
al., 2004). Outras vantagens incluem: a capacidade para armazenar as sementes
em varios locais, proporcionando, assim, uma alternativa segura contra a perda
acidental (PRITCHARD; NADARAJAN, 2008). Considerando que as sementes

X. cipoensis tém 1,06 milimetros de comprimento, 0,37 mm de largura e 0,01



81

mg de massa seca (ABREU; GARCIA, 2005), o armazenamento de sementes
em recipiente de nitrogénio liquido representaria uma forma simples e
econdmica de conservagdo ex situ da diversidade genética em um pequeno
espago.

Para investigar os possiveis danos fisicos que possam ocorrer, durante o
processo de criopreservacdo, a taxa de germinacao de sementes criopreservadas
foi comparada a ndo criopreservadas. Observou-se uma reducdo de 7% na taxa
de germinacdo de sementes criopreservados em relacdo as sementes nao
criopreservadas (Fig. 2 e 3). O congelamento pode provocar danos citoldgicos,
como plasmolise, aumento na heterocromatina e encolhimento nuclear. O
congelamento diminuiu a atividade da glutationa redutase (GR) e da superdxido
dismutase (SOD) e resulta, também, em uma baixa atividade da redutase
desidroascorbato (DHAR) e promove a atividade da peroxidacdo lipidica da
membrana o que resultou num aumento de, aproximadamente, trés vezes a mais
no conteldo de malondialdeido. Estes resultados foram observados em pds-
descongelamento de embriGes de Zea mays, apds o processo de criopreservacao
(WANG et al.,, 2008). Estudos sobre criopreservacdo conduzidos para X.
cipoensis mostraram que sementes desidratadas, durante cinco horas,
apresentaram 94% de germinacdo, ap6s a criopreservacdo. No tratamento
controle (sementes desidratadas durante cinco horas, mas ndo expostas ao
nitrogénio liquido), houve uma reducdo na taxa de germinacdo de 26%
(MOREIRA et al., 2014). Esses autores explicaram essa anomalia como uma
indugdo de dorméncia secundaria pela desidratacdo, provavelmente, pelo
acumulo de &cido abscisico enddgeno. A exposi¢do de sementes ao nitrogénio
liqguido pode promover a germinagdo por induzir a sintese de giberelina,
naturalmente, que é antagonista ao &cido abscisico, ocorrendo a quebra de

dorméncia das sementes.
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A descontaminagdo de sementes, seguindo a desidratacdo, durante cinco
horas antes da criopreservacdo, mostrou uma taxa de germinacdo de 94%
(MOREIRA et al., 2014) e as sementes que foram submetidas a criopreservacao
sem desidratacdo, anteriormente, apds descontaminacdo apresentavam uma taxa

de germinagdo de 77%

3.4 Microscopia eletrénica de varredura

O réapido descongelamento das amostras que apresentam baixo teor de
umidade pode causar danos fisicos nas sementes (PRITCHARD;
NADARAJAN, 2008). Para investigar os possiveis danos fisicos, uma varredura
foi realizada sobre a estrutura externa das sementes (Fig. 4). As sementes
criopreservadas (Fig. 4B, 4C e 4D) mostraram alteracdes morfolégicas quando
comparadas com aquelas que ndo foram criopreservadas (Fig 4A). As alteracdes
na morfologia externa foram aumentadas quando as sementes foram
descongeladas em tempos 60 e 120 segundos (Fig. 4C e 4D). Estas alteracbes
morfologicas podem ser o resultado de um estresse, durante o processo de
descongelamento, pois, a alteracdo aumenta em funcdo do tempo de
descongelamento. No entanto, nenhum dano foi visualizado na estrutura externa

das sementes criopreservadas (Fig. 4 A, B, C e D).



Figura4 Sementes de Xyris cipoensis. Sementes ndo criopreservadas (A) e as
sementes criopreservadas nos tempos de descongelamento 30 (B), 60
(C) e 120 (D) segundos. Barras representam 200 pm.
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Estudos sobre alteracBes citoldgicas e fisiolégicas, durante a
criopreservacdo de sementes de X. cipoensis, sd0 necessarios para melhor
elucidacdo da reducéo da taxa de germinagdo com o tempo de descongelamento.
Os resultados confirmam a viabilidade da preservagéo ex situ de sementes Xyris
cipoensis em nitrogénio liquido. O grau de umidade natural (12%) de sementes
Xyris cipoensis, antes do congelamento, é um dos pontos chave para 0 sucesso
da criopreservagdo, pois pode limitar a cristalizacdo e/ou recristalizacdo, durante
os periodos de congelamento e de descongelamento, respectivamente. Além
disso, evitar a formagéo de cristais de gelo intracelular tem sido considerado a
principal razdo para evitar a morte celular, ap6s a criopreservacao (MAZUR,
2004).
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4 CONCLUSOES

Um protocolo eficiente para o estabelecimento in vitro de Xyris
cipoensis foi obtido e uma maior viabilidade p6s-descongelacdo das sementes
criopreservadas foi atingido ap6s o descongelamento a 38°C, durante 60
segundos. Essa condicdo, provavelmente, pode manter a qualidade das sementes
e, consequentemente, a conservagao de recursos genéticos valiosos por muitas
décadas. Estes resultados promissores podem contribuir para a criacdo de um
criobanco de sementes espécies endémicas e vulneraveis pertencentes a familia
Xyridaceae do Campo Rupestre Brasileiro. Além disso, é uma alternativa para
bancos de sementes convencionais para apoiar a futura reintroducdo dessas
espécies na natureza em areas onde a populacéo encontra se reduzida em virtude

da atividade extrativista.
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CAPITULO 4 Desidratac&o e criopreservacao de sementes de Xyris
cipoensis

RESUMO

Xyris cipoensis (Xyridaceae) é uma espécie herbacea, endémica e ocorre
nos Campos Rupestres brasileiros. Objetivou - se criopreservar as sementes de
Xyris cipoensis. A hidratacdo realizada, durante a descontaminagéo inicial das
sementes, reduziu a sobrevivéncia das amostras criopreservadas. A
sobrevivéncia aumentou quando as sementes foram desidratadas antes da
criopreservacdo. A maior sobrevivéncia foi observada em sementes desidratadas,
durante cinco horas, quando comparadas as amostras nao desidratadas controle.
Cinco horas de desidratacdo reduziram a germinacdo de sementes ndo expostas
ao NL. O estudo demonstra a viabilidade da criopreservacdo de sementes de
Xyris cipoensis seguida da germinagéo in vitro.

Palavras-chave: Xyridaceae. Espécie rupestre. Endémica e ameacada de
extingdo. Espécie ornamental. Armazenamento em longo prazo.
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ABSTRACT

Xyris cipoensis (Xyridaceae) is an herbaceous species endemic to the
Brazilian rupestrian fields. Seeds of this species age rapidly and the seedlings
are hard to establish in vitro due to early senescence. The objective of this study
was to cryopreserve seeds of Xyris cipoensis. Initial decontamination treatments
hydrated seeds and reduced survival of cryo exposed samples. Survival
increased when these seeds were dried prior to cryo-exposure, with seeds dried
for 5 h germinating at control levels. Five hours of dehydration appeared to
reduce germination of seeds not exposed to LN. The study demonstrates the
feasibility of cryopreserving Xyris cipoensis seeds and germinating them in
vitro.

Keywords: Xyridaceae. Wild population. Endemic species rupestrian.
Endangered species. Ornamental species. Long term-storage. Ex situ
conservation.
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1 INTRODUCAO

Xyridaceae (Poales) é uma familia, predominantemente, tropical e
subtropical, distribuida em cinco géneros e, aproximadamente, 415 espécies,
popularmente, conhecidas como sempre vivas (CAMPBELL, 2004). As plantas
do género Xyris L. sdo, amplamente, distribuidas em Campos Rupestres,
frequentemente, encontradas no Espinhago e montanhas da Serra Geral de Goias
no Brasil (GIULIETTI et al., 1988). Atualmente, 15 espécies de Xyris, incluindo
Xyris cipoensis, estdo listadas como ameacadas de extingdo (MINC, 2008). A
extracdo excessiva das inflorescéncias, antes da dispersdo de sementes, é a
principal responsavel pela reducdo e o isolamento de populacbes naturais que
sdo pequenas e fragmentadas com o fluxo génico restrito (GIULIETTI et al.,
1988). As espécies da familia Xyridaceae ocorrem associadas com espécies
pertencentes as familias Euriocalaceae, Melastomataceae, Cyperaceae e
Rapataceae, todas com potencial ornamental e todas sdo alvo de extrativismo.

Taxonomia, anatomia (CAMPBELL, 2012) e biologia reprodutiva
(ORIANI; SCATENA, 2011; REMIZOWA et al., 2012) de Xyridaceae foram,
parcialmente, caracterizados, mas ha poucos relatos de métodos para promover a
conservagao ex situ, inclusive, para cultura in vitro e técnicas de criopreservacao
(LIMA-BRITO et al., 2011; PEGO; PAIVA:; PAIVA, 2013). A criopreservacio
é considerada a plataforma mais promissora para a preservagdo em longo prazo
de germoplasma vegetal (CARVALHO; VIDAL, 2003). O armazenamento em
ultrabaixa temperatura em nitrogénio liquido (-196°C) reduz drasticamente as
reacies metabdlicas, assegurando a viabilidade em longo prazo
(ENGELMANN, 2000, 2011; WANG, 2004).

O grau de umidade das sementes de X. cipoensis durante a dispersao é
de, aproximadamente, 14%, sugerindo que elas sdo ortodoxas (ABREU;

GARCIA, 2005). As sementes ortodoxas podem permanecer viaveis por longos
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periodos, se a umidade e a temperatura sdo reduzidas. As sementes ortodoxas
podem germinar quando as condi¢fes ambientais sdo favoraveis (BEWLEY;
BLACK, 1994). Ndo ha relatos sobre a longevidade de sementes de X. cipoensis
in situ (isto é, conservada em banco de sementes) ou em bancos de
armazenamento de sementes, sob condi¢Bes convencionais utilizadas para
sementes ortodoxas (ou seja, cerca de 5% de agua e -20°C). Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi testar a viabilidade de criopreservagdo de sementes de

Xyris cipoensis.
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2 MATERIAIS E METODOS

Xyris cipoensis cresce em Campo Rupestre que ocorre em altitudes
acima de 900 m, onde os solos tém uma textura arenosa e de baixa fertilidade e a
vegetagdo, geralmente, apresenta crescimento lento (CARVALHO et al., 2012).
As inflorescéncias de X. cipoensis foram coletadas, no més de outubro, em
plantas que crescem em locais de campos localizados perto da cidade de
Diamantina (18°20'S, 43° 53'W), Minas Gerais, Brasil. As inflorescéncias foram
removidas, manualmente, a partir de plantas parentais, quando as sementes
apresentavam a coloracdo marrom escuro, o que sinaliza que elas estavam
prontas para a dispersdo e tinham alta viabilidade. As sementes foram
descontaminadas em 25 mL de fundo cénico de tubos de plastico estéreis e
realizada uma lavagem de 30 segundos em 10 mL de etanol (70%), seguido de
cinco minutos de imersdo em 10 mL de hipoclorito de s6dio (1% de cloro ativo)
e, em seguida, foram realizadas trés lavagens com agua esterilizada. Apds o
processo de assepsia, as sementes foram desidratadas em papel de filtro estéril (9
cm de diametro) por 1, 2, 3, 4 e 5 h. Depois de cada tempo de desidratacdo, trés
amostras de sementes, pesando cerca de 50 mg (cerca de 800 sementes), foram
colocadas em criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido (NL) durante uma
semana. As sementes foram descongeladas em banho maria (38 + 2 °C) durante
60 segundos. As sementes expostas e ndo expostas ao NL foram inoculadas em
meio de plantas lenhosas (WPM) descrito por Loyd e McCown (1980), contendo
15 g L™ sacarose, 7 g L™ de agar vegetal com pH ajustado para 5,8. As sementes
inoculadas foram incubadas a 25 £ 2 °C com 16 horas de luz/8 horas de escuro.

Para cada periodo de desidratacdo, 250 sementes foram coletadas
aleatoriamente, a partir de trés amostras descongeladas e distribuidos entre 50
tubos de ensaio (25 x 150 mm) com cinco sementes por tubo. A porcentagem de

sementes germinadas foi avaliada, apés 15 dias. A ANOVA foi utilizada para
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comparar a resposta de germinacdo entre (i) o periodo de desidratacdo das
sementes que foram expostas (+NL) ou ndo expostas (-NL) ao nitrogénio liquido
e (ii) e verificar a presenca de interacdo entre a exposicdao ao NL e o periodo de
desidratacdo. As médias de 250 sementes por tratamento foram analisadas com
0 teste de Tukey ao nivel de p < 0,05 usando o SISVAR software estatistico
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A desidratacdo inicial pode afetar a viabilidade das sementes de X.
cipoensis que ndo foram expostas ao NL. Ap6s 1h de desidratacdo, 78% das
sementes germinaram no tratamento (—LN). Esta elevada taxa de germinagéo foi
mantida durante 4h de desidratacdo (Fig. 1). Em contraste, a desidratacdo
aumentou a viabilidade das sementes que foram expostas ao LN (p<0,0001).
Apo6s 1 h de desidratacdo, 42% das sementes do tratamento + LN germinaram,
mas houve um aumento na germinacdo para 94% em sementes desidratadas
durante 5h (Figura 1).

4-LN =+LN

e
<
o
o
o
o
g
O |yen=-526x" +20.66x+60.16R "~ =77.9 (p<0.0001)
30 4 .
Yax =12.24x+3288R =976 (»<0.0001) a
20
10 4
0 : . .
1 2 3 4 5

Tempo de desidratagio (horas)

Figural As analises de regressao para as relagdes entre a (%) de germinacéo e
0 tempo de desidratacdo para as sementes que ndo foram expostas (-
LN) e que foram expostas (+LN) ao nitrogénio liquido. Cada ponto
representa a média de 250 sementes. Os modelos de regressao foram
usados e uma equacéo linear simples para os tratamentos + LN e uma
equacdo quadrética para o tratamento -LN
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Durante o congelamento e/ou descongelamento, a agua intracelular pode
formar cristais de gelo, o que geralmente leva a morte celular (MAZUR, 1984).
Reduzir o teor de umidade é essencial para prevenir dano durante o
congelamento (PANIS; SWENNEN; ENGELMANN, 2001). Observou se a
reducdo na germinacdo (para 25,6%) para o tratamento de sementes de X.
cipoensis desidratadas (-LN) durante 5 h (Figura 1). A menor germinacdo
observada em sementes desidratadas, durante 5 h no tratamento -LN (Figura 1 e
2A), é surpreendente e deve ser investigada para confirmar se esse resultado é
repetivel. Atualmente, pode - se explicar essa anomalia como a inducdo da
dorméncia secundaria por desidratacdo, possivelmente, pelo acimulo do acido
abscisico endégeno (BEARDMORE; WHITTLE, 2005; SCHOLTEN et al.,
2009; SHI et al., 2013). A exposicdo das sementes em NL pode promover a
germinacgdo por induzir a sintese de giberelina, naturalmente, que a acdo desse
horménio ¢é antagonista para o acido abscisico, sendo responsavel pela quebra da
dorméncia das sementes (VILLIERS; WAREING, 1965; SCHOLTEN et al.,
2009).
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Figura 2 Plantulas de Xyris cipoensis obtidas de sementes desidratadas durante
5 h que ndo foram expostas (-LN) (A) e que foram expostas (+LN) ao
nitrogénio liquido (B). Os tubos foram inoculados com cinco
sementes cada. As setas indicam plantulas germinadas e as pontas da
seta indicam sementes gue ndo germinaram

A menor germinacdo induzida por desidratagio em sementes do
tratamento -NL pode, também, ser o resultado de danos da embebicdo, quando
as sementes sdo, rapidamente, desidratadas e, posteriormente, reidratadas. Os
resultados obtidos confirmam a viabilidade de conservagdo ex situ de Xyris
cipoensis usando a técnica de criopreservacdo. As sementes que S&o,
superficialmente, esterilizadas devem ser novamente desidratadas antes de serem
expostas & criopreservacdo para obter uma alta germinacdo pos-

descongelamento.
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