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RESUMO

A espécie de sempre-viva Comanthera nitida (Bong.) L.R.Parra & Giul, pertencente a familia
Eriocaulaceae Martinov, possui, assim como as demais sempre-vivas, a peculiaridade de
manter a estrutura morfolégica de seu escapo e inflorescéncia intactas, mesmo ap6s a excisdo
da planta matriz, por um longo periodo de tempo. Esta caracteristica, lhe confere importancia
econdmica no setor de floricultura, no mercado interno e externo. Porém, seu habitat natural,
0S campos rupestres, tem sido antropizado, devido ao manejo inadequado por parte da
populacdo tradicional e a devastagdo da regido para fins do agronegécio. Estudos sobre
germinacao in vitro da espécie C. nitida, ndo foram apresentados até 0 momento. Portanto, no
presente trabalho, objetiva-se avaliar formas de assepsia e meio de germinacgdo in vitro.
Verificando as variaveis: diferentes tempos de submersdo em hipoclorito de sédio, tipos de
meio de cultivo e a concentragdo dos seus sais, diferentes concentragdes de sacarose, 0 melhor
pH e concentracdo de agar. Foi desenvolvido um procedimento de solidificacdo do agar em
baixo pH, sendo analisado o pH inicial e o pH final, com o objetivo de avaliar a estabilidade da
acidez do meio de cultivo, antes e apds a autoclavagem, para subsequente realizacéo de teste
de germinagdo. Os melhores resultados, foram obtidos a partir da desinfestacdo em qualquer
um dos tempos estipulados, 10 e 15 minutos, em hipoclorito de sddio a 2,5%. A germinacao
sobressaiu em meio WPMY2, com 15 gL de sacarose, em pH 3,8, na concentracdo de 7 gL ™

de agar. O procedimento realizado para solidificagdo do agar, em baixo pH foi efetivo.

Palavras — chave: Campo rupestre, acidez, sempre-viva, pH, meio de cultivo.



ABSTRACT
The ever-living species Comanthera nitida (Bong.) LRParra & Giul, belonging to the
Eriocaulaceae Martinov family, has, as well as the other always-alive species, a peculiarity of
keeping the escape morphology and inflorescence intact, even after the excision of the matrix.
plant for a long time. This resource gives economic importance in the floriculture sector, in
domestic and foreign markets. However, their natural habitat, the rupestrian fields, was
anthropized due to the management of part of the traditional population and the devastation of
the region to agribusiness fins. In vitro germination studies of C. nitida species have not been
presented so far. Therefore, in the present work, the objective is to evaluate forms of asepsis
and in vitro germination medium. Verifying as variables: different submersion times in sodium
hypochlorite, types of culture medium and its salt concentration, different sucrose levels, the
best pH and agar concentration. It was developed as a low pH solidification procedure, and the
initial and final pH were analyzed, in order to evaluate the acidity stability of the culture
medium, before and after autoclaving, for subsequent germination test. The best results were
obtained from disinfestation at any of the stipulated times, 10 and 15 minutes, in 2.5% sodium
hypochlorite. A spare germination in WPMY2 medium with 15 gLt sucrose at pH 3.8 at 7 gL™*

agar concentration. The procedure performed for agar solidification at low pH was effective.

Key words: Rupestrian field, acidity, evergreen, pH, culture médium.
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1 INTRODUCAO

Algumas espécies de plantas, de interesse econdémico, possuem também, papel social na
manutencdo de comunidades tradicionais, além, de funcgdes ecoldgicas, que devem ser
resguardadas. Uma destas espécies € a Comanthera nitida, uma sempre-viva, que como as
demais, possui a peculiaridade de manter a estrutura morfolédgica de seu escapo e inflorescéncia
intactas, mesmo apds a excisdo da planta matriz. Conhecida popularmente como sapatinho,
possui sua area de ocorréncia associada as regides de campos rupestres.

Apesar de parte dos campos rupestres se encontrarem em unidades de conservagado
(UC), muito de sua area de ocorréncia, vezes associado ao Cerrado e a Caatinga, esta
desprotegida. A mercé de acOes antropicas em larga escala, sem a devida preocupagdo com as
questdes de protecdo e conservacao da flora.

Considerando as condigdes atuais deste ambiente, e sua consequente ameaca para a
manutencdo da espécie C. nitida, é preciso que mecanismos de conservacao além de in situ,
sejam apresentadas. Um destes mecanismos €& a conservagdo in vitro, que visa 0
estabelecimento, conservacdo e multiplicacdo de plantas em laboratério, em meio asséptico,
podendo ser utilizada para a manutencdo de bancos de germoplasma, outra ferramenta
importante para a conservacdo da flora.

As técnicas que permitem o manuseio do material vegetal in vitro, variam de acordo
com a finalidade e a espécie a ser trabalhada. Para algumas espécies, como a C. nitida, podem
ser utilizadas sementes, a fim de se obter plantulas normais, em condicGes assépticas. Esta
técnica s6 é possivel, devido as caracteristicas das sementes desta espécie: pequenas, de facil
manipulacdo e armazenamento. Porém, possui como qualquer outra espécie, caracteristicas
especificas, oriundas de mecanismos evolutivos, que exigem o conhecimento de varidveis
ambientais. As variaveis edéaficas, por exemplo, sdo muito importantes, ja que as condi¢des do
solo de campos rupestres tendem a ter baixo pH, pouca disponibilidade de nutrientes e baixa
capacidade de retencdo de agua.

Devido a estas caracteristicas, algumas variaveis precisam ser avaliadas no meio de
cultivo in vitro, de forma a condicionar as sementes em um ambiente mais préximo do ideal e
assim, permitir os melhores resultados de germinag&o. Dentre as variaveis, podem ser avaliados
o0 tipo de meio de cultivo, a concentragdo de sais além do pH. Diante disso objetivou-se
desenvolver um protocolo de germinacgdo in vitro para manutencdo e conservacdo do

germoplasma ex situ de sementes de Comanthera nitida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Campos rupestres

Campos rupestres sdo ecossistemas raros que ocorrem em ambientes de transi¢cdo, como
em éareas de Cerrado e Caatinga, porém possuem flora distinta da vegetacdo dominante e solo
formado a partir de quartzito ou rochas igneas (RODELA, 1998).

Geralmente ocorrem acima de 900m de altitude possuindo um ambiente com grandes
amplitudes térmicas, solos com baixo pH variando de 3,5 a 4, pouca disponibilidade de
nutrientes e baixa capacidade de retencdo de agua (BENITES, 2003; CONCEICAO; PIRANI,
2005; RAPINI et al., 2008).

Os campos rupestres de formacdo quartzitica ocorrem principalmente ao longo das
formagdes da Cadeia do Espinhaco, Chapada dos Veadeiros e Chapada dos Guimaraes,
comumente associados ao Cerrado. Essas areas apresentam grande nimero de endemismo e
riqueza de espécies, fatores marcantes para a conservacao deste ecossistema (BENITES et al.,
2003; CONCEICAO et al., 2015). Sua vegetacio é herbacea-arbustiva destacando familias

como Eriocaulaceae, Poaceae, Cyperaceae, Xyridaceae e Asteraceae (BENITES et al., 2003).

2.2 Eriocaulaceae: Comanthera nitida

O taxon Eriocaulaceae Martinov, € uma familia pantropical de campos rupestres que
possui cerca de 1.400 espécies distribuidas em 10 géneros (GIULIETTI et al., 2012; SANO et
al., 2015), sendo a Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais e Bahia seu principal centro de
diversidade (GIULIETTI; HENSOLD, 1990; STUTZEL, 1998).

Entre os géneros, encontra-se a Comanthera spp. (L.B.Sm.) Parra & Giul. que apresenta
43 espécies distribuidas na Venezuela, Coldmbia e principalmente no Brasil, tendo algumas de
suas espécies consideradas como sempre-vivas (ECHTERNACHT, 2014; PARRA et al., 2010;
PEREIRA; RIBEIRO; GIULIETTI, 2016).

Dentro do género Comanthera ocorre a Comanthera nitida (Bong.) L.R.Parra & Giul,
conhecida popularmente como sapatinho, esta espécie é nativa e mantém sua area de vida dentro
do estado de Minas Gerais, portanto, endémica, (FLORA DO BRASIL 2020 - REFLORA,
2019; SANO et al., 2015). Caracterizada por rizoma glabro, folhas dispostas em roseta com
cerca de 1,5a 2,5 cm de comprimento, glabras na face adaxial e pilosas a glabrescentes na face

abaxial, além de escapos com tricomas malpighiaceos e inflorescéncias capituliformes, com
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vistosas bracteas, que Ihe conferem caracteristicas desejadas para comercializacdo (PARRA et
al., 2010; REFLORA, 2019; SANO et al., 2015).

2.3 Subsisténcia e comércio

As sempre-vivas, como a C. nitida possuem a singularidade de manter a estrutura
morfologica intacta, aparentando vivacidade, mesmo ap6s a excisao do escapo da planta matriz
(BEDE et al., 2017). Tal caracteristica as transformam em um produto ideal na ornamentag&o
para a confecgdo de arranjos florais (BEDE et al., 2017; OLIVEIRA; CRUZ; TANAKA, 2014).

As inflorescéncias juntamente com seus respectivos escapos sao colhidas e dessecadas
ao sol para serem comercializadas, atuando no sustento das familias locais (OLIVEIRA; CRUZ,
2014; PARRA et al., 2010). Muitos dos espécimes colhidos sdo exportados para paises como
Estados Unidos, Alemanha, Holanda e Japdo (GIULIETTI et al., 1988).

A maioria das sempre-vivas comercializadas sdo oriundas das regides Centro-Oeste e
Sudeste brasileiro, principalmente de campos rupestres, onde ocorrem as espécies de maior
valor econdmico (GIULIETTI et al., 1996).

Nas regides de maior extrativismo, a economia tem exercido uma intensa pressao sobre
a colheita de sempre-vivas, conduzindo a uma reducdo severa das populacdes selvagens
(PARRA et al., 2010). Pois a coleta é sempre feita antes do completo desenvolvimento dos
frutos, o que certamente afeta a reproducéo por sementes (GIULIETT]I et al., 1996). Agravando
0 problema, durante a seccdo do escapo muitas vezes sdo retiradas as raizes, revelando a falta

de conhecimento de manejo adequado por parte de coletores (OLIVEIRA, A et al., 2016).

2.4 Cultivo in vitro

A conservacdo in situ consiste em desenvolver estratégias de manutencgao e preservacao
de espécies em seus ambientes naturais. Por outro lado, a conservacdo ex situ propde a
manutencdo e preservacdo de espécies fora de seus habitats (BRASIL, 2012).

Devido a reducdo das populagdes in situ de sempre-vivas, faz-se necesséria a utilizacéo
de técnicas complementares de conservacdo ex situ para manter a diversidade genética da
especie (BRITO, 2011).

Um dos métodos de conservacao ex situ possivel, é o in vitro como a cultura de tecidos

de plantas, conjunto de técnicas que permitem a multiplicagdo massiva de plantas mantendo a
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integridade anatémica, morfoldgica, fisiologica e genética dos espécimes, com os propdésitos de
criacdo e manutengdo de bancos de germoplasma, interchmbio de material genético,
preservacdo de material ameacado, uniformizacdo do material, além de germinacdo e
desenvolvimento, livres de contaminacdo enddgena e exdgena (ANDRADE, 2002; BRITO,
2011; PINHAL, 2011).

O cultivo in vitro tem sido utilizado para a conservagdo de sempre-vivas como
Syngonanthus mucugensis Giul., Syngonanthus elegantulus Ruhland, Syngonanthus elegans
(Bong.) Ruhland e Syngonathus venustus Silveira (BRITO, 2011; OLIVEIRA; GARCIA,
2005). Pois garante melhores condi¢des ambientais que em viveiros, facilitando a germinacao
e subsequente desenvolvimento das plantulas. Para que este beneficio seja fatual é necesséario
conhecer o ambiente natural da espécie e seu ciclo de vida, a fim de reproduzir as condicdes
ideais (ANDRADE, 2002; MALAQUIAS et al., 2016).

Alguns elementos sdo essenciais na germinagéo in vitro, como a assepsia do material a
ser utilizado e 0 meio de cultivo adequado, onde varia a concentracdo de nutrientes organicos
e inorganicos, fontes de carbono, agente solidificante e pH (ANDRADE, 2002; OLIVEIRA;
GARCIA, 2005).

A assepsia das sementes, € um passo essencial, pois se feita de forma eficaz, garante que
a germinacdo e o desenvolvimento dos corpos vegetais se realizem sem a interferéncia de
patégenos (NASCIMENTO; FRANCO; FRASSETTO, 2007), sendo o alcool a 70% e o
hipoclorito de sddio, dois dos agentes de assepsia mais utilizados (OLIVEIRA et al., 2013).

O meio de cultivo basico possui composicao definida e serve de parametro para a adicao
das varidveis que se pretende testar (CARVALHO, A et al., 2011). Alguns dos meios que
podem ser utilizados como base séo o meio de cultivo WPM — Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1981), que apresenta baixos niveis de ions nitrato e amonia e altos niveis de sulfato
(QUISEN; ANGELO, 2008) e 0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), que por sua vez,
possui grandes quantidades de micro e macronutrientes, apresentando alta concentracéo salina
(CARVALHO et al., 2011). As concentracfes de nutrientes variam de espécie para espécie,
dependendo das exigéncias nutricionais (MALDENER et al., 2006). A sacarose atua como
fonte de carbono e regulador osmético, sendo outro fator variante. (LEMOS, 2002).

O pH e o &gar sdo muito importantes para a germinagdo, podendo interferir de forma
positiva ou negativa. O pH interfere na acéo gelificante do agar, e o0 agar atua como tamponante
em relagdo ao pH (BARROS; PASQUAL, 1992). Quanto maior a quantidade de agar menor é
a interferéncia na variacdo do pH (pH inicial — pH final), sendo que a variacdo deste tende para

niveis opostos, ou seja do meio &cido para 0 meio basico e vice-versa (BARROS; PASQUAL,
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1992). A utilizagdo de quantidades inadequadas de qualquer um dos elementos do meio de
cultura pode prejudicar o desenvolvimento vegetal (SCHMILDT; SCHMILDT; OLIVEIRA,
2015).

O conhecimento sobre a germinacao in vitro de sempre-vivas ainda € escassa e a maioria
dos trabalhos realizados sdo focados em poucas espécies, como Syngonanthus nitens (Bong.)
Ruhland, Comanthera elegans (Bong.) L.R. Parra & Giul e Comanthera curralensis Moldenke
(ALBUQUERQUE et al., 2016; OLIVEIRA, A et al., 2016; PRUDENTE et al., 2015;
SCHMIDT et al., 2008), para algumas espécies como a C. nitida, sdo escassas as informacdes

apresentadas até o atual momento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Obter um protocolo de germinagdo in vitro para manutencdo e conservacdo do

germoplasma ex situ de sementes de Comanthera nitida.

3.2 Especificos

e Avaliar, o melhor método de assepsia para conservacao in vitro de sementes de C.
nitida.

e Avaliar o melhor meio de cultivo, associado a diferentes concentragdes de sais;

e Testar concentragdes de sacarose na germinagao;

e Testar diferentes pHs e concentracdes de agar;

e Desenvolver um procedimento adequado para solidificacdo de agar em meio de cultivo
de baixo pH.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os testes foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
(LCTP - UFLA), Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras — MG.

As inflorescéncias foram obtidas em Diamantina - MG, estas, foram mantidas
armazenadas em ambiente refrigerado a 4°C no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas.

As sementes foram extraidas das flores manualmente, através de peneiras granulométricas.

4.1 Assepsia e germinacao em diferentes meios de cultivo

Em cémara de fluxo laminar, foram desinfestadas 35 sementes por tratamento, sendo
mergulhadas em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio a 2,5% pelos periodos de 10 e
15 minutos. Posteriormente foram inoculadas nos meios MS; MS %2 (50% dos sais); WPM e
WPM %2 (50% dos sais). Apds a desinfestacdo as sementes foram lavadas trés vezes com agua
destilada e autoclavada. Foram adicionados 15 gL* de sacarose e 7 gL* de agar e o pH do meio
foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos a 1 atm, antes da inoculacéo.

Durante 30 dias as sementes foram mantidas dentro de frascos de vidro, com a adi¢édo
de 50ml de meio de cultivo, em ambiente com fotoperiodo de 16 horas, a 25°C. Apds este
periodo foram avaliados a porcentagem de germinacdo (PG) e a velocidade de germinacédo
(VG).

4.2 Germinagéo com diferentes meios de cultivo e concentragdes de sacarose

Foi utilizado o melhor tratamento obtido do experimento anterior, para verificar a
melhor quantidade de sacarose para a germinagdo de sementes de C. nitida. Em cdmara de fluxo
laminar foram desinfestadas 15 sementes por tratamento, em alcool 70% por 1 minuto e
hipoclorito de sddio a 2,5% por 10 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada e
autoclavada. Em seguida foram inoculadas nos meios de cultivo MS % e WPM %2 com a adigéo
de 15 e 30 gL de sacarose. Foram acrescidos 7 gL de &gar nos meios de cultivo e o pH do
meio foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 121°C por 20 minutos a 1 atm. Os meios foram

vertidos em Placas de Petri, onde foram inoculadas as sementes. Os tratamentos foram
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armazenados em ambiente com fotoperiodo de 16 horas, na temperatura de 25°C, durante 30

dias, para germinacdo. Durante este periodo foram avaliados semanalmente a PG.

4.3 Solidificacdo do agar em baixo pH

As principais etapas deste experimento podem ser visualizadas na Figura 1, onde foram

preparadas as solugdes de sais e agar para o melhor meio de cultivo do experimento anterior.

Figura 1 — Sequéncia de distribuicdo das substancias de sais, agar e meio de cultivo, seguidos
da afericdo dos respectivos pHs.

Sais e dgua Agar e dgua
destilada (95% destilada (5%
do volume) do volume)
| | | |
Sais e agua Sais e agua Agar e dgua Agar e dgua
destilada (95% do destilada (95% do destilada (5% do destilada (5% do
volume final) volume final) volume final) volume final)

Meio de cultivo ndo
autoclavado (aferig¢do
do pH inicial)

Meio de cultivo autoclavado
(aferi¢@o do pH final e visualizagao
do estado fisico do meio)

Fonte: Da autora (2019).

As solucdes de sais foram acrescidas agua destilada até atingir 95% do volume final do
meio de cultivo, sendo o pH ajustado para 5,8; 4,8 e 3,8. Isoladamente, foi preparado o 4gar nas
concentracdes de 7 e 14 gL e acrescido de agua destilada para completar os 5% do volume

final do meio de cultivo restante, sendo o pH ajustado para 5

A relacdo entre pH e o volume das solucGes de sais e dgar foram calculados a partir de

média ponderada, em que:
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(p1 - x1) + (p2 - x2)
p1 + D2

X =

onde, p1 = E o valor da porcentagem de 4gua destilada a ser adicionado aos sais; x1 = E o valor
do pH da solugio com sais; p2 = E o valor da porcentagem de agua destilada a ser adicionado
ao agar; x2 = E o valor do pH da solugio com o agar.

Para a verificacdo do pH do meio de cultivo antes (pH inicial) e apos (pH final) o
processo de autoclavagem, as solucdes foram divididas em duas parcelas cada, sendo que a
primeira parcela foi destinada a verificacdo do pH inicial do meio de cultivo, onde, as solucbes
de sais e agar foram misturadas e aferidas, sem passar pela autoclavagem. E a segunda parcela
foi destinada para a verificacdo do pH final, onde, as soluc@es de sais e agar foram autoclavadas
separadamente e s6 foram misturadas e aferidas, apds o processo de autoclavagem, a 121°C
durante 20 minutos a 1 atm. Em seguida, 1 hora apés a autoclavagem, em temperatura de 25°C,

foi observada o estado fisico do meio de cultivo, verificando se houve solidificacdo.

4.4 Germinacdo em diferentes pHs e concentracdes de agar

Com base no experimento do Topico 4.3, um terceiro teste referente a germinacéo de
sementes de C. nitida foi realizado, buscando avaliar os efeitos do pH e de concentracdes de
agar no meio de cultivo. Em camara de fluxo laminar, as sementes de C. nitida foram inoculadas
em meio com a adicio de 15 gL de sacarose. O pH foi ajustado como descrito no Tépico 4.3
e foi adicionado agar nas concentracOes de 7 e 14 gL do produto, com 20 sementes por
tratamento. Os tratamentos foram armazenados em ambiente com fotoperiodo de 16 horas, a
25°C, durante 30 dias, para germinacao. Durante o periodo foram avaliados de 7 em 7 dias a
PG e o desenvolvimento pos-seminal com o auxilio de um microscépio de luz, em objetiva com

0 aumento de 10 vezes e a ocular também com aumento de 10 vezes.

4.5 Analise estatistica

O Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) foi utilizado para a realizagdo dos
experimentos e o0s dados obtidos passaram pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA,2014), pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Assepsia e germinacdo em diferentes meios de cultivo

Observando a porcentagem de germinagdo (PG) na relacdo hipoclorito — meio de
cultivo, houve diferenca significativa, onde os melhores tratamentos foram 0os meios MSY e
WPMY2, sendo observado as médias de germinacdo de 68,57% e 71,43%, respectivamente, na
(FIGURA 3).

Figura 3 — Porcentagem de sementes de C. nitida germinadas em
diferentes meios de cultivo, apds processo de desinfestacdo
por hipoclorito de sodio a 2,5%, em diferentes tempos e
inoculados em diferentes meios de cultura.

~ 100 MS
8\, Aa Aa* Aa Aa MS¥2
@ 80 = WPM
S I Ba I Ba = WPMY2
£ 60 Ba

g Ba

g 40 |

2 I

£ 20

(5]

g

3 0

10 15
Submercéo em hipoclorito de s6dio (min)

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, ndo diferem estatisticamente entre si no nivel de 5% de
significancia pelo teste de Scott — Knott em relagdo a um mesmo periodo de submersdo. Médias seguidas
pela mesma letra minuscula para os mesmos meios de cultivo, ndo diferem estatisticamente entre si no
nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott em relacéo a diferentes periodos de submerséo.
Fonte: Da autora (2019).

Para sementes de outras espécies, como a Comanthera curralensis Moldenke, o meio
MS¥% se destacou na performance germinativa das sementes (ALBUQUERQUE et al., 2015).
Ja para espécie Syngonanthus elegans Ruhland, foi testada a germinacdo em diferentes
concentracdes de sais em meio WPM, ndo obtendo diferencas significativas entre os
tratamentos (PEGO; PAIVA; PAIVA, 2014). Quando comparado os meios MS e WPM para a
espécie Actinocephalus bongardii (A. St.-Hil.) Sano, foi obtido como melhor resultado, a
germinacdo em meio WPM (PRUDENTE et al., 2015).

As altas médias de germinacdo das sementes de C. nitida, se relacionam diretamente

com o0s meios de cultivo, compostos por baixas concentracfes de micro e macronutrientes,
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comparados com todos os meios testados. Essa relagdo, se deve a mecanismos evolutivos,
desenvolvidos pelas sementes, que permitiram sua adaptagéo a solos com pouca disponibilidade
de nutrientes e baixa capacidade de retencdo de agua (BENITES, 2003; CONCEICAO;
PIRANI, 2005; RAPINI et al., 2008).

Ao avaliar a velocidade de germinacdo (VG), os tratamentos com hipoclorito de sédio
a 2,5% por 10 minutos em meio WPMZ%, e hipoclorito de sédio a 2,5% por 10 minutos em meio
MSY,, obtiveram os melhores resultados. Os tratamentos em meios MS obtiveram baixo
desempenho no processo de germinacdo, em ambos os periodos de desinfestacdo, 10 e 15
minutos (FIGURA 4).

Figura 4 — Velocidade de germinacdo de sementes de C. nitida sob o efeito de
diferentes meios de cultivo

MS 10min —A—MSY% 10min =>=\WPM 10min
WPMY2 10min MS 15min —+—MS¥% 15min

——WPM 15min WPMY2 15min
30

25
20

15
10

N° de sementes germinadas

6 12 18 24 30
Tempo (dias)

Fonte: Da autora (2019).
A germinagdo em todos os tratamentos se iniciou proximo do dia 9 e se estabilizou a

partir do dia 24.

5.2 Germinagéo com diferentes meios de cultivo e concentragdes de sacarose

Na Figura 5 é possivel observar que para a concentracdo de sacarose ndo houve

diferenca estatistica significativa entre as porcentagens de germinacéo (PG).
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Figura 5 — Porcentagem de sementes de C. nitida germinadas em
diferentes concentracdes de sacarose nos meios MS%z e

WPMYs.
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*Médias seguidas pela mesma letra maidscula para meios de cultivo, ndo diferem estatisticamente entre
si no nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott, em relacdo a mesma concentracdo de
sacarose. Médias seguidas pela mesma letra minGscula para 0s mesmos meios de cultivo, ndo diferem
estatisticamente entre si no nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott em relacéo as
diferentes concentragdes de sacarose. Fonte: Da autora (2019).

Resultados distintos, foram obtidos para as espécies C. curralensis, onde, foram testados
0s meios MS e MSY2, com as concentracdes de 15 e 30 gL™* de sacarose, sendo que o tratamento
com meio MS¥2 e 15 gLt de sacarose, sobressaiu em seus resultados (ALBUQUERQUE et al.,
2016) e para a espécie S. mucugensis, 0 meio MS com adi¢do de 30 gL de sacarose foi toxico
para as sementes (PAIXAO-SANTOS et al., 2003).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica em relacao aos tratamentos, o melhor resultado
pode ser observado no tratamento WPM? com 15 gL de sacarose foi selecionado para uso de

demais experimentos neste trabalho.

5.3 Solidificacdo do 4gar em baixo pH

Na Tabela 1 é possivel verificar o pH inicial e pH final do meio de cultivo, ou seja, antes
e apds a autoclavagem. Tais medi¢Ges demonstraram que as proporcoes estipuladas, através de
média ponderada, foram eficazes na previsdo do pH inicial do meio de cultivo. Ja os resultados
em relacdo ao pH final, obtiveram alteragcdes para os tratamentos com sais em pH 5,8, em todas
as concentragdes de &gar, sofrendo reducao no pH final. Os tratamentos em que o pH dos sais

foram de 3,8, obtiveram as menores variagdes em relacdo ao pH final.
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Tabela 1 — Valores de pH do meio de cultivo antes e ap6s a autoclavegem.

Valores de pH
pH dos Agar pH inicial* pH inicial pH final
Sais g (Média ponderada) (Valor observado) (autoclavado)
p

14 gLt 5,76 5,79 4,71
58

7gL™t 5,76 5,78 4,96

14 gL™ 4,81 4,80 4,41
4,8

7gL™t 4,81 4,80 4,46

14 gLt 3,86 3,82 3,96
3,8

7gL™ 3,86 3,82 3,87

*Coluna intitulada pH inicial (Média ponderada), refere-se ao valor calculado da média ponderada;
Coluna intitulada pH inicial (Valor observado), refere-se ao valor encontrado ap6s medir o pH, antes da
autolavagem; Coluna intitulada pH final (autoclavada), refere-se ao valor do pH encontrado apds a
autoclavagem. Fonte: Da autora (2019).

Os resultados demonstram que quanto mais acido o pH inicial, menor é a variagdo em
relagdo ao pH final e que as concentragdes de agar ndo foram relevantes em relacéo a esta
variacdo. Diferente destes resultados, Barros e Pasqual (1992) ao realizarem experimentos com
meio MS, onde sais e agar foram autoclavados juntos, obtiveram maior variacdo do pH, nos
tratamentos em que foram adicionados menor concentracdo de agar correlacionados com pHs
extremos, sugerindo que a relacdo entre agar e pH é inversamente proporcional, sendo que,
quanto maior a concentracdo de &gar, menor € a variacdo do pH e quanto mais proximo da
neutralidade for o pH, menor é sua variacdo e a influéncia do 4gar (BARROS; PASQUAL,
1992).

A diferenca entre os resultados obtidos neste experimento em relacdo ao experimento
realizado por Barros e Pasqual (1992), pode ter ocorrido devido as concentracfes de sais e
sacarose distintas ou devido ao processo de autoclavagem, em que no experimento
desenvolvido neste trabalho foi realizado com as solugdes de sais e agar separados, enquanto
gue no estudo desenvolvido por Barros e Pasqual (1992), ambas as substancias foram
autoclavadas misturadas.

Quanto a solidificacdo do meio de cultivo em baixo pH apos a autoclavagem, foi
observado uma consisténcia fisica solida, em todos os tratamentos, demonstrando a eficacia do
procedimento (FIGURA 6).

Figura 6 — Meios de cultivo em estado solido ap6s processo de autoclavagem em
diferentes pHs e concentracGes de &gar.
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As imagens A e B se referem aos meios de cultivo com pH 5,8 e adi¢do de 7 e 14 gL™", respectivamente.
As imagens C e D se referem aos meios de cultivo com pH 4,8 e adi¢do de 7 e 14 gL™", respectivamente.
As imagens E e F se referem aos meios de cultivo com pH 3,8 e adi¢do de 7 e 14 gL', respectivamente.
Todos os meios solidificaram. Fonte: Da autora (2019).

5.4 Germinacéo em diferentes pHs e concentracdes de agar

Quando a germinacao foi relacionada com o pH e o &gar, houve diferencas significativas
para os tratamentos, sendo que, as melhores respostas, foram dadas pelos tratamentos em pH
3,8, em ambas concentracOes de &gar, 7 e 14 gL, obtendo as médias de germinacéo de 95 e
90%, respectivamente (FIGURA 7).

Figura 7 — Porcentagem de sementes de C. nitida germinadas em
diferentes pHs e concentracdes de agar
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*Médias seguidas pela mesma letra mailscula para pHs diferentes, ndo diferem estatisticamente entre
si no nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott em relagcdo a mesma concentracao de agar.
Médias seguidas pela mesma letra minuscula para pHs iguais, ndo diferem estatisticamente entre si no
nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott em relag&o as diferentes concentragdes de agar.
Fonte: Da autora (2019).

Resultados diferentes, foram encontrados para a especie, Actinocephalus bongardii,
onde o melhor resultado para germinacéo, foi obtido em pH 5,8 com 7 gL™* (PRUDENTE et
al., 2015).

O desenvolvimento pds-seminal de C. nitida foi acompanhado visualmente, com o

auxilio de um microscépio de luz, em objetiva com o aumento de 10 vezes e a ocular também
com aumento de 10 vezes (FIGURA 8).

Figura 8 — Visualizacdo do desenvolvimento pos-seminal de C. nitida, nos dias 7, 14,
21 e 28, em meio de cultivo com pH ajustado a 3,8.

® W W

Rd 4

‘? Rz 0,63 mm

Sementes de C. nitida ao longo de 28 dias, nos dias 7, 14, 21 e 28, respectivamente. Rd: Protusdo da
radicula; PA: Desponte da parte aérea; Rz: Raiz. Fonte: Da autora (2019).

Resultados como este, demonstram que algumas espécies foram adaptadas por parte de
suas sementes, necessidade de pH especifico, sendo necessario observar as variaveis edaficas

(GADOTTI et al., 2013). Portanto, o resultado obtido, pode ser justificado pelas condi¢6es do
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solo, onde, os especimes de C. nitida possuem a sua area de vida. Este solo é 4cido, devido a
lixiviagdo que ocorre no periodo chuvoso (CUSTODIO et al., 2002), o que também justifica a
acao do agar, ao atuar como regulador osmotico, reduzindo as disparidades entre o solo do
habitat natural e o meio de cultivo.
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CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver a germinacgéo ex situ a partir da utilizacdo do meio de cultivo
WPMY%, acrescido de 15 gL™* de sacarose, pH ajustado para 3,8 e adi¢do de 7 gL™" de &gar.

As sementes de C. nitida respondem melhor no estadio de germinacdo a meios que
reproduzem o solo do seu habitat natural, os campos rupestres, portanto, meios com baixas
concentragdes de sais e baixo pH.

Os meios de cultivo com os pHs 3,8 e 4,8 atingiram o estado sélido a partir do processo

de solidificacdo do agar em baixo pH.
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