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RESUMO

O cultivo in vitro é considerado uma ferramenta importante para a
propagacdo de espécies nativas, porém, definir padrdes de assepsia e
condicdes favoraveis para a fase inicial in vitro € uma tarefa dificil e
que requer estudos. Nesse sentindo, o objetivo do trabalho foi definir
um protocolo para o estabelecimento e germinacdo de aquénios de
Lychnophora salicifolia Mart. e avaliar o seu potencial in vitro. Os
aquénios foram coletados de cerca de 30 individuos nos meses de
outubro e novembro do ano de 2019, na regido da Comunidade Rural
Lagoa de Freitas, distante 30 Km de Montes Claros, MG. Foram
realizados os seguintes experimentos: (1) concentracdes de hipoclorito
de sodio (2%, 4% e 6%) e meios de cultura (Simples e ¥4 MS), em dois
ambientes (BOD e estufa), conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em ensaio fatorial 3 x 2 x 2, sendo 60 aquénios por
tratamento, totalizando 720 aguénios. (2) meios de cultura (Simples e
Y4 MS) combinados com concentragdes de sacarose (30, 45e 60 g L),
conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 3, com 60 repeticbes por tratamento, totalizando 360
aquénios. As avaliacbes foram realizadas diariamente apds o
estabelecimento e foram finalizadas apds 60 dias, com verificacdo de
contaminacdo e germinacdo dos aquénios. Aquénios de L. salicifolia
néo sdo influenciados por ambiente com luz natural ou artificial no que
se refere a contaminacdo e germinacdo. As concentracoes de hipoclorito
de sodio testadas ndo promovem uma assepsia eficiente nos aquénios

de L. salicifolia. O estabelecimento de aquénios de L. salicifolia ndo €



influenciado por meio de cultura, seja meio simples ou ¥4 MS. Para as
condicBes estudadas nao foi possivel avaliar o potencial in vitro dos

aquénios de L. salicifolia

Palavras-chave: Arnica. Espécie Nativa. Estabelecimento in vitro.

Contaminacéo.
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1. INTRODUCAO:

A espécie Lychnophora salicifolia Mart. € uma planta endémica
do Brasil, da fitofisionomia do Cerrado, conhecida como Arnica,
pertencente a familia Asteraceae, tribo Vernonieae (GOUVEA et al.,
2014). E uma espécie popular no uso como analgésico e anti-
inflamatdrio (GOUVEA, 2013). A L. salicifolia compdem a flora dos
campos sujos do Cerrado e pode ser considerada uma planta com
possibilidades para seu cultivo e para 0 uso no paisagismo na regido do
norte de Minas Gerais, devido ao seu potencial ornamental.

As espécies nativas despertam interesse de paisagistas, sendo
essa considerada uma tendéncia o seu uso (KLINK; MACHADO,
2005), por serem adaptadas ao clima e pela economia com despesas de
manutenc&o e irrigagdo (HEIDEN et al., 2006). Como exemplo temos
a Lychnophora salicifolia, pela sua arquitetura, beleza de suas flores e
principalmente pela sua rusticidade. Além de poder favorecer o
embelezamento de é&reas verdes nas cidades, também permite a
valorizagdo da biodiversidade local ajudando na conservagdo das
especies nativas. Segundo Goebel et al. (2019), pode ser criado um
vinculo entre as ruas que cortam uma cidade com as areas naturais do
entorno, contribuindo com a protecdo da fauna e flora ao se utilizar
espécies nativas com a finalidade de ornamentagéo urbana.

Estudos mostram que as plantas do género Lychnophora possui
reproducdo sexual complexa devido a existéncia de sementes sem
embrides ou aquénios vazios ou malformados, além da baixa

viabilidade de aquénios (SOUZA et al., 2007), podendo a propagacéo
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in vitro ser uma alternativa para o estabelecimento de mudas dessa
espécie. A germinacdo in vitro pode ser utilizada para promover a
propagacdo de varias espécies, sendo realizada em condigdes
controladas e em meio de cultura capaz de fornecer nutrientes
adequados para o estabelecimento das plantulas, além de ser uma
técnica aplicada para espécies com dificuldades de propagacdo
convencional.

Ainda pouco se conhece a respeito do estabelecimento e
germinacao em condicGes laboratoriais da espécie, justificando assim a
execucao do trabalho proposto. Sendo assim, é de nosso interesse a
definicdo de um protocolo para o estabelecimento e germinacdo de
aquénios da L. salicifolia, com o intuito de promover seu cultivo em
condicdes laboratoriais, mas com a expectativa de em um futuro breve
produzir mudas micropropagadas, oriundas de plantulas in vitro,
possibilitando assim, o aproveitamento econdmico da espécie.

No entanto, é importante destacar que para 0 sucesso da
germinacao in vitro, o primeiro passo é a definicdo de protocolo de
assepsia. Essa pratica pode ser fundamental para a promoc¢do da
germinacdo, além da atencdo com a condi¢do de cultivo como luz,
natural ou artificial, meios de cultura e concentragdes de sacarose.

Diante disso, o objetivo do trabalho foi definir um protocolo
para 0 estabelecimento e germinacdo de aquénios de Lychnophora

salicifolia Mart. e avaliar o potencial in vitro dessa espécie.
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2. REFERENCIAL TEORICO:

2.1. Cerrado e a flora dos Campos Sujos:

Ocupando dentro do territorio brasileiro aproximadamente 23%
com uma area de 2.000.000 km?, o Cerrado é considerado um dos
maiores biomas nacionais (FRANCO et al., 2017). Localizado na
porcdo central do territorio brasileiro, onde ja ocorreram grandes
alteragBes em aspectos ambientais, nas caracteristicas naturais da
paisagem e dos avancos tecnoldgicos da agricultura (ROCHA, 2012).

Esse bioma contém uma biodiversidade consideravel no planeta,
considerada como um dos 34 hotspots por ser uma das savanas mais
ameacadas (GANEM et al., 2013). Possui altos niveis de endemismo
(KLINK; MACHADO, 2005), contendo cerca de 4.400 espécies
endémicas entre as 11.000 espécies vegetais caracterizadas pelas folhas
grossas, cascas espessas, ramos retorcidos, troncos tortuosos e porte
baixo, apresentando tanto campos abertos quanto florestas densas,
apresentando associagdes intermediarias em uma diversidade de formas
fisionémicas (MEDEIROS, 2011).

O endemismo desse bioma ocorre de forma especifica devido a
necessidade de adaptacdo a diferentes formacdes, em uma transicdo
entre cerrado de altitude e campos rupestres (RODELA, 1998). O tipo
de planta que abita essa regido suporta elevada irradiancia e ventos
fortes (SILVEIRA et al., 2016), sdo resistentes a seca e toleram
dessecacdo (CONCEICAO et al., 2007).

Nas fisionomias extremas do Cerrado estdo o cerraddo e o
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campo limpo, e entre eles estdo os ecotonos conhecidos como campo
sujo e campo cerrado e cerrado sensu stricto (COUTINHO, 1978). A
caracteristica fisiondmica de campo sujo é uma cobertura herbacea
densa onde habitam plantas subarbustivas, arbustivas e arboreas de
porte pequeno em populagfes menores (TANNUS; ASSIS, 2004). O
campo sujo € um ec6tono composto de elementos tanto florestais
guanto campestres (COUTINHO, 2002).

Esses ambientes também possuem um grande valor paisagistico
(MARTINELLI, 1996). O Cerrado é dotado de uma beleza natural
rustica, possuindo muitas espécies que apresentam potencial
ornamental, mas que nao sao utilizadas no paisagismo, por serem
plantas desconhecidas pela populacdo, mas que sdo excelentes para o
cultivo em regides como o norte de Minas que sofre com a falta de
chuvas. Entretanto, vem aumentado atividades como mineracdo e
plantacbes de eucalipto nessas areas em Minas Gerais
(VASCONCELOS, 2014).

2.2. Asteraceae:

Segundo Andenberg et al. (2007), Asteraceae é uma familia
representativa de plantas que compreendem aproximadamente de 1.600
géneros e 23.000 espécies. As plantas da familia Asteraceae sdao muito
encontradas em regides pedregosas, considerando-se uma importante
familia do bioma Cerrado (BFG, 2015), e conhecidas por sua
importancia econémica, medicinal e ornamental (AMORIM;

BAUTISTA, 2016), caracterizadas por pequenas flores dispostas em
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um receptaculo com inflorescéncia em capitulo racemoso e rodeada por
bréacteas e pela presenca de aquénios com pappus (FUNK et al., 2009).

Vérias espécies do género Lychnophora possuem ampla
distribuicdo no pais e sdo conhecidas por serem empregadas em
medicamentos para doengas inflamatdrias (BASTOS et al., 1987). Sdo
muito conhecidas em relacdo a composicao quimica presente, havendo
muita atividade biolégica favoravel para o desenvolvimento de
farmacos (ZOMLEFER, 1994).

A arnica da serra (Lychnophora ericoides) sofre com
extrativismo desde o século XVIII, por apresentar eficacia terapéutica,
e suas populagdes diminuiram muito (BASTOS et al., 1987). A arnica
(Lychnophora pinaster Mart), se encontra ameacada devido a seu
extrativismo associado a queimadas, fazendo com que a espécie se torne
uma planta vulneravel (SBB, 1992). Devido a dificuldade de ocorrer
enraizamento e reproducao sexuada, é alvo de exploragdo extrativa de

forma excessiva das plantas silvestres (SOUZA et al., 2007).

2.3. Lychnophora salicifolia:

A arnica (Lychnophora salicifolia Mart.) € uma espécie nativa,
de importancia ecoldgica e medicinal. Gouvea et al., (2014) relatam
que suas folhas sdo utilizadas para aromatizar cachaca. Muitas espécies
vegetais do Cerrado, entre elas a L. salicifolia, possuem um grande
potencial ornamental, mas ndo séo utilizadas no paisagismo, por serem
plantas desconhecidas pela populagdo, mas que séo excelentes para o

cultivo em regides como o norte de Minas que sofre com a falta de
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chuvas. Segundo Cavalcante et al. (2017), isso fortalece as identidades
regionais e incentiva a conservagao ex situ.

A floracdo de Lychnophoras (FIGURA 1B) ocorrem de agosto
a outubro e a dispersdo dos frutos entre os meses de dezembro a
fevereiro (SEMIR, 1991). Devido a existéncia de aquénios sem
sementes (FIGURA 1C) e a baixa viabilidade de aquénios, a reproducao
sexual de Lychnophoras é complexa, o enraizamento é muito dificil e a
planta tolera apenas serem transplantadas para solo nativo, com pouca
taxa de sobrevivéncia em outros tipos de substratos. De acordo com
Haridasan (2000), algumas questes devem ser esclarecidas quanto a
aptiddo das espécies nativas do cerrado quando submetidas a maior
disponibilidade de nutrientes, devido a sua adaptacdo em solos de baixa
fertilidade.

A propagacéo in vitro pode ser uma alternativa para superar a
baixa germinacdo de aquénios (SOUZA et al., 2007). A L. salicifolia
apresenta problemas como maturacdo irregular dos aquénios, que
podem ser caracterizados como cheios, vazios e malformados. Existe
um grande potencial nas técnicas de germinagdo in vitro, visando a
propagacdo em maior escala da espécie, possibilitando a conservacao
com o seu cultivo in vitro estabelecido. Sendo assim, se torna
importante para a conservacdo das espécies do Cerrado e para o

conhecimento sobre a biologia reprodutiva (PEREIRA et al., 2005).
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2.4. Cultivo in vitro: uma alternativa para a propagacdo das

Lychnophoras:

O cultivo in vitro € uma alternativa para se obter mudas de L.
salicifolia, pois em condicBes laboratoriais é possivel oferecer
condigdes fisicas e quimicas com o intuito de superar algumas
dificuldades na propagacdo ex situ, na tentativa de promover o
crescimento da cultura em questdo e obter mudas com caracteristicas
satisfatorias.

Devido ao fato de que existe a possibilidade de crescimento de
microrganismos no meio de cultivo, € muito importante que se realize
a desinfestacdo superficial, com a utilizacdo de hipoclorito de sddio
(NaOCI) em uma concentragéo entre 0,5 a 3%, conforme as condigdes
o0 explante se encontra, e um tempo de imersdo no alcool entre 10 a 30
minutos. Para se manter a esterilidade é muito importante manter as
condicdes assépticas na manipulacdo do material (LAMEIRA et al.,
2000).

O processo de propagacéo in vitro encontra dificuldades muitas
vezes na contaminacdo do material na fase inicial do cultivo, e no
estabelecimento. Pasqual et al. (2012) reforgam o uso de desinfestagdo
guimica do material vegetal, utilizando compostos como alcool,
hipoclorito de sodio, fungicidas, &cido sulfirico e outras formas. O
tempo de exposicdo do material vegetal ao produto desinfestante
também influencia no processo de limpeza e de reducéo ou eliminacéo
dos organismos contaminantes (FERREIRA et al., 2009). Gonzaga et

al. (2021) observaram que o uso de hipoclorito de sodio em
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Lychnophora pohlii na concentracdo de 5% reduziu em 63% a
contaminacdo do material vegetal. Por outro lado, Cavalcante et al.
(2018) reforcam que o uso de desinfestacdo de material vegetal deve ser
estudado a fim de se obter uma concentracdo e tempo de imersao que
ndo seja toxica para o0 embrido e diminua a germinacao.

Para cada espécie a germinacao ocorre por meio de processos
fisioldgicos dependentes de alguns fatores ambientais (NASSIF et al.,
2004), tais como temperatura, luminosidade e umidade, que podem
atuar separados ou combinados, influenciando no tempo de germinagéo
(BASKIN; BASKIN, 1988).

Algumas pesquisas afirmam que a utilizacdo de luz natural pode
aproximar cultivo in vitro padrdo do sistema fotoautotrofico, tornando
possivel que plantas cultivadas in vitro ampliem sua taxa fotossintética
devido & maior densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1998; KOZAI et al., 1997).

Praticada por alguns pesquisadores, nos possibilita contemplar
os resultados da aplicacdo do cultivo de plantulas in vitro em ambiente
de luz natural, ao invés da luz artificial. A luz natural pode ser favoravel
quanto as modificacbes anatémicas e fisiologicas, observadas no
crescimento de plantas in vitro, buscando melhoramento dos atributos
fisiolégicos em virtude do ambiente de cultivo ser similar ao natural,
propiciando a adaptacdo das plantas quando transplantadas para
condigdes ex vitro (BORGES et al., 2016).

As despesas com iluminacdo em sala de crescimento em
laboratdrios de cultura de tecidos € um outro fator que também deve ser

levado em consideracdo, por ser um dos maiores custos com a producao
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de mudas, sendo superado somente pelas despesas com a mao de obra
(ERIG; SCHUCH, 2005). Tornando o custo de producdo menor ao
substituir a luz artificial de salas de crescimento pela aplicacdo de luz
natural (DIGNART et al., 2009).

Outro fator que influéncia no crescimento in vitro de plantulas
€ 0 uso de sacarose. A sacarose e fonte de carboidratos e auxilia nos
mecanismos de crescimento e desenvolvimento das plantulas, como a
fotossintese e respiracdo (TEIXEIRA et al., 2005). Roni et al. (2018)
estudaram o efeito da concentragdo de sacarose em cultivo in vitro de
Eustoma gradifolium, e verificaram que na maior concentracdo de
sacarose 3% no meio ¥2 MS houve maior velocidade de germinacdo. O
uso de meios de cultura com menor forca (Y2 MS e ¥2 MS) proporcionam
a plantula efeito positivo, isso porque em meios com forca total a
concentracdo de sais pode alterar o potencial osmotico do meio de
cultivo (CLAEYS et al., 2014). Souza et al. (2007) estudaram o cultivo
in vitro de Lychnophora pinaster Mart. e 0 meio ¥4 MS obteve maior
porcentagem de germinagéo (68%).

De forma geral, o estabelecimento de protocolos de germinagéo
in vitro de plantas é de grande importancia para conhecer a melhor

forma e planejamento de producéo de mudas da espécie em estudo.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1.Area de estudo;

O experimento foi conduzido no Instituto de Ciéncias Agrérias
da Universidade Federal de Minas Gerais, localizado em Montes
Claros. O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Kdeppen é
Aw, definido como clima tropical e com temperatura média anual de
22.7 °C (CLIMATE-DATA.ORG, 2019)

3.2. Material vegetal:

As inflorescéncias contendo os aquénios foram coletadas de
cerca de 30 individuos nos meses de outubro e novembro do ano de
2019, apo6s o inicio do periodo de chuva, na regido da Comunidade
Rural Lagoa de Freitas-MG, que fica cerca de 30 km de Montes Claros,
coordenadas 16°52°43.0”S 44°09°10.1”W e altitude de 946 m. No
Herbario Norte Mineiro no Instituto de Ciéncias Agréarias (ICA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) os aquénios foram
individualizados das inflorescéncias e descartados 0s que apresentavam
aparéncia de queimados, chochos ou danificados e a exsicata da planta
matriz foi incorporada ao Herbario Norte Mineiro sob o namero MCCA
3273.

O material selecionado foi agrupado em uma amostra composta
e armazenada em saco de papel kraft em temperatura ambiente até o

inicio dos experimentos. O primeiro experimento foi implantado para



19

testar protocolo de assepsia e cultivo in vitro em meio de cultura com
Y4 dos sais do MS e meio simples e dois ambientes (camara BOD e
estufa). O outro experimento foi realizado para testar meio de cultura e
concentracdo de sacarose para a germinacdo dos aquénios, como se

segue abaixo.

3.3. Assepsia e Germinacao:

3.3.1. Experimento 1 — Assepsia:

O experimento para testar protocolo de assepsia foi realizado em
ambiente externo (estufa com o uso de luz natural) e em laboratério com
0 uso de camara de germinacéo do tipo BOD com temperatura de 25°C
e fotoperiodo de 16 horas. Foram aplicados os seguintes tratamentos:
concentragdes de hipoclorito de sédio (2,0%, 4,0% e 6,0%) e meios de
cultura (Simples e ¥2 MS). O meio considerado Simples foi constituido
de &gua+agar+sacarose 3% e 0 meio ¥4 MS, correspondendo a 25%
(1/4) das concentrages salinas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962). Essa concentracdo foi escolhida pois proporcionou resultados
satisfatorios para Lychnophora pinaster (SOUZA et al., 2007).

Uma porcdo de 500 aquénios foram lavados em agua corrente
por 30 minutos e separados pelo teste densimétrico, conforme método
proposto por Hammerton et al. (1989). Os aquénios selecionados foram
imersos em solucdo de 1% do fungicida Derosal® plus por 15 minutos,
em agitacdo (CASTRO et al., 2016), seguido de triplice lavagem em

agua destilada e depois imersos em alcool 70% (v/v) por 1 minuto.
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Posteriormente foram distribuidos nos tratamentos, as diferentes
concentracdes de hipoclorito, contendo duas gotas de Tween-20, por
um tempo de 15 minutos. Agua destilada e autoclavada foi utilizada
para a triplice lavagem dos aquénios, para posterior inoculacéo
individual em tubo de ensaio contendo 2 mL de meio de cultura e
respectivos tratamentos.

A estufa utilizada no ambiente externo para avaliacdo da
influéncia da luz natural foi instalada no viveiro de producéo de mudas.
Os tubos foram colocados em bancadas no interior do viveiro,
utilizando o recurso da luz natural para o cultivo in vitro. Durante o
experimento foram registradas temperaturas maximas e minimas
diarias e a média do dia, feita pelo padrdo do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) (FIGURA 1).
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Oscilacao de temperatura dentro da
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FIGURA 1. Medigdo de temperaturas méximas e minimas fora e dentro
da estufa no viveiro de producdo de mudas. Fonte: Do autor, 2021.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em ensaio fatorial 3 x 2 x 2, sendo cada tratamento
constituido por 60 aquénios (repeticdes), um aquénio por tubo de
ensaio, totalizando 720 aquénios. As avaliagdes foram realizadas
diariamente ap6s o estabelecimento e foram finalizadas apds 60 dias,
feita por meio da observacdo visual para a contagem da presenca ou
auséncia de contaminantes, fungos ou bactérias, nimero de aquénios

germinados e porcentagem de germinacao.
3.2.2. Experimento 2 - Meios de cultura e Sacarose:
Ap0s ter sido feito o experimento com assepsia, 0s resultados

foram utilizados para montar outro experimento para conferir uma

melhor germinacéo, utilizando a melhor concentragéo de hipoclorito de
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sodio para a desinfestacdo. O experimento foi conduzido em BOD na
temperatura de 30°C, avaliando meios de cultura (simples e 1/4MS) e
concentracdes de sacarose.

Na avaliacdo da influéncia dos meios de cultura e concentracéo
de sacarose, o experimento foi realizado constituido pelos seguintes
tratamentos: meios de cultura (Simples e ¥4 MS) combinados com
concentracdes de sacarose (30, 45 e 60 g L™). Ao meio de cultivo foi
acrescido 6 g.L! de agar, com pH 5,8 antes da autoclavagem. Os
aquénios foram inoculados individualmente em tubo de ensaio
contendo 2 mL de meio de cultura e foram mantidos em camara de
germinacdo do tipo BOD, com temperatura de 25°C e fotoperiodo de
16h.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 3, com 60 repeticbes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por um tubo de ensaio,
totalizando 360 aquénios. As avaliacbes foram realizadas diariamente
apos o estabelecimento e foram finalizadas ap6s 60 dias, feita por meio
da observagdo visual para a contagem da presenca ou auséncia de
contaminantes, fungos ou bactérias, nimero de aquénios germinados e
porcentagem de germinagdo. Considerando germinados os aquénios

gue apresentaram protrusdo da radicula.
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F

FIGURA 2. Imagem da planta Lychnophora salicifolia na &rea de coleta
destacando sua arquitetura (A), destaque da floracdo e potencial
ornamental (B), aquénios com a cavidade embrionéaria preenchida pela
semente e aquénio com auséncia de semente (C), estufa montada para
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a avaliacdo da luz natural no cultivo in vitro (D), Aquénio em fase de
germinacdo (E) e plantula de Lychnophora salicifolia (F). Fonte: Do
autor, 2021.

Os resultados foram submetidos & anélise de variancia. Em
seguida, de acordo com a significancia (p<0,05), para o fator qualitativo
foi utilizado o teste Tukey utilizando o Software R (R CORE TEAM,
2020), com o pacote ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI;
NOGUEIRA, 2013).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

N&o houve interacdo (p>0.05) entre os fatores ambiente (BOD
e luz natural), meio de cultura (simples e ¥4 MS) e desinfestacdo com
hipoclorito (2, 4 e 6%). Também ndo foi verificado efeito isolado para
nenhum dos fatores (p>0.05). Provavelmente os aquénios de L.
salicifolia possuem dorméncia de suas sementes (MELO et al., 2014;
PEREIRA et al., 2005). Em espécies medicinais e recem domesticadas
a maturidade fisiologica desuniforme e deiscéncia das sementes sdo
mecanismos de dispersdo de sementes, contudo podem ocasionar em
perdas quantitativas e qualitativas de sementes. Por isso, a colheita
antecipada dessas sementes e armazenamento pode favorecer a
finalizacdo da maturidade fisioldgica e evitar que essas sementes se
deteriorem no campo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A luz artificial ndo diferiu estatisticamente da luz no ambiente

natural na contaminacdo de aquénios (TABELA 1) e a média foi de
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20.42% de aquénios contaminados.

TABELA 1. Ambiente natural (Luz Natural) e luz artificial (BOD) na
porcentagem de contaminacdo de aquénios de Lychnophora salicifolia
Mart.

Ambiente Contaminacéo
BOD 21.67 a
Luz Natural 19.19a
CV (%) 46.31

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Fonte: Do autor, 2021.

Mesma porcentagem média também foi observado quando foi
utilizado os tratamentos com o meio simples e com Y2 de MS na
contaminacdo dos aquénios de L. salicifolia (TABELA 2). Esses
resultados indicam que as sementes de L. salicifolia possuem maior
quantidade de microrganismos endofiticos e epifiticos na semente que
aumentam o numero de contaminacdo de plantas in vitro, fato esse

confirmado por Pereira et al. (2005).

TABELA 2. Meios de cultura 1/4 MS e simples na porcentagem de
contaminacdo de aquénios de Lychnophora salicifolia Mart.

Meio de Cultura Contaminacéo
1/4 MS 18.64 a
Simples 22.22 a
CV (%) 46.31

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p<0,05). Fonte: Do autor, 2021.

A germinacdo dos aquénios de L. salicifolia foi inferior a 5%

independente dos fatores luz natural e BOD, sendo que quando na luz
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natural ndo houve germinacgédo dos aquénios. O que indica a necessidade
de estudos com a espécie de L. salicifolia para obtencdo de métodos que
auxiliem na quebra de dorméncia das sementes. Os meios de cultura 1/4
MS e simples também néo influenciaram na maior germinacdo dos
aquénios (FIGURA 3).

BOD

2.30 ~ 2.22
m1/4 MS
2.00 1 1.67 Simples

1.50 -
1.00 -
0.50 -

0.00 - .
Meio de Cultura

% Germinacao

FIGURA 3. Meios de cultura 1/4 MS e simples na germinacdo de
aquénios de Lychnophora salicifolia Mart em BOD. *Resultados
descritivos devido a baixa porcentagem de germinagdo dos aquénios. Fonte: Do
autor, 2021

A baixa germinacdo da espécie pode ser explicada pela
formagdo do embrido e quantidade de sementes vazias. Em
Lychnophora ericoides Pereira et al. (2005) verificaram apenas 30% de
embrides nas sementes. Aliado a pouca presenca de embriGes nas
sementes 0s autores também observaram que menos de 50% dos
embrides sdo capazes de se desenvolver. Esses resultados indicam que
a especie possui desuniformidade na maturidade do embrido

(BRYANT, 1989). Sendo necessario novos estudos que comparem a
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colheita e armazenamento das sementes.

A dorméncia dos aquénios também pode afetar na germinagéo
das sementes. Especialmente em espécies ndo domesticadas como o L.
salicifolia que possuem a dorméncia das suas sementes como estratégia
de sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie (MELO et al., 2014;
MARCOS FILHO, 2005). Melo et al. (2009) estudaram a germinagéo
de aquénios de arnica (Lychnophora pinaster Mart.) e identificaram que
0 armazenamento promove o acréscimo do percentual de germinacéo,
em especial dos aquénios com papus interno presente por ocasido da
coleta.

As doses de hipoclorito de sédio reduziram a contaminacdo dos
aquénios de forma crescente mas ndo influenciaram estatisticamente na
assepsia dos aquénios (FIGURA 4). Apesar da concentracdo de 4%
possuir menor nimero de contaminagfes essa ndo diferenciou das
concentracdes de 2 e 6%. Sabe-se que a desinfestacdo de sementes é
procedimento usual por permitir controle sanitario das mesmas.

Gonzaga et al. (2021) indicam que para a familia da Asteraceae
propagada in vitro a desinfestacdo de sementes é de extrema
importancia, contudo a familia Asteraceae possui maior contaminagéo
de materiais. Logo o uso de desinfestantes € preconizado como
compostos esterelizantes como o alcool, hipoclorito de sodio,
fungicidas, acido sulfarico e outros (PASQUAL et al., 2012).

A germinacdo dos aquénios de L. salicifolia aumentou com o
incremento de hipoclorito de sddio na assepsia dos aquénios, mas esse
efeito néo foi significativo. Na concentragéo de 4% de hipoclorito usado
foi verificado maior germinacao (24%) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Doses de hipoclorito de sdédio na porcentagem de
contaminacdo e na germinacdo de aquénios de Lychnophora salicifolia
Mart em BOD. Fonte: Do autor, 2021

Esses resultados indicam que novos estudos com concentragdoes
devem ser realizados para que se obtenha maiores germinagdes de
aquénios. Na concentracdo de 5% de hipoclorito de sodio, Gonzaga et
al. (2021) observaram menor contaminacdo de sementes de
Lychnophora pohlii com 63% de contaminagdo. Mas 0S mesmos
autores concluiram que o uso de acido sulfurico por 20 minutos obteve
maior eficiéncia na diminuicdo da contaminagdo e germinacdo das
sementes de L. pohlii.

Com relacdo ao experimento conduzido em BOD com
concentragOes de sacarose no meio simples e ¥4 do MS (TABELA 3)
ndo foi verificado interacdo (p>0.05) entre os fatores. Também néo foi
observado efeito significativo para os fatores isolados para a
contaminacédo dos aquénios. Os meios de cultura 1/4 MS e simples nédo

influenciaram na menor contaminacdo dos aquénios em BOD
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(TABELA 3).

TABELA 3. Meios de cultura e concentracdo de sacarose na
porcentagem de contaminagdo de aquénios de Lychnophora salicifolia
Mart em BOD.

Meio de cultura Contaminacéo
Ya MS 12.18 a
Simples 12.22 a
CV (%) 83.69

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05).

Fonte: Do autor, 2021.

E comum o uso do meio MS com metade dos sais do que
normalmente é indicado. Apesar de ndo ser observado diferenga com o
meio simples e ¥ MS, a utilizacdo de meio com menos forga possui
baixo potencial osmoético que auxilia as mudas durante a fase de
germinacdo. Por outro lado, Roni et al. (2018) ndo verificaram
diferenca entre o meio MS e %2 MS na propagacéo e crescimento de
Eustoma grandiflorum e observaram maior germinacdo quando
acrescentaram 3% de sacarose ao meio de cultura.

As concentracdes de sacarose nos meios de cultura aumentaram
a contaminagdo dos aquénios de L. salicifolia (FIGURA 5). Com
contaminacdo de 17% dos aquénios na maior concentracao de sacarose
(60 g LY). A germinacéo dos aquénios com a utilizagdo de sacarose no
meio de cultura também foi inferior a 6%, apesar do incremento na

germinacdo com as doses crescentes de sacarose (FIGURA 5 e 6).
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FIGURA 5. Doses de sacarose na porcentagem de contaminagdo e na
germinacdo de aquénios de Lychnophora salicifolia Mart em BOD.

Fonte: Do autor, 2021.
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FIGURA 6. Influéncia da sacarose e do meio de cultivo na porcentagem
de germinacédo de aquénios de Lychnophora salicifolia Mart.
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A sacarose nos meios de cultura é indicada para que ocorra
regulagdo do crescimento e desenvolvimento das plantulas, desde a
germinacéo até o surgimento da plantula. E entdo importante fonte de
carboidrato para regulacdo da fotossintese e respiracdo (RONI et al.,
2018; TEIXEIRA et al., 2005). Devido a baixa influéncia das doses de
sacarose na germinacdo dos aquénios a utilizagdo de 30 g L? de
sacarose podem ser indicadas na composicdo do meio de cultura in
vitro. Contudo, novas pesquisas com outras concentracfes de sacarose
devem ser estudadas para a obtencdo da quantidade ideal desse
carboidrato.

E relevante ressaltar que a maturacdo dos aquénios da espécie
estudada ocorre de maneira desuniforme na planta, podendo no
momento da coleta colher aquénios cheios, malformados ou vazios, o
que, provavelmente, contribuiu para os resultados de minima de
germinacdo. Melo et al. (2014) também relataram essa relacdo de
maturidade dos aquénios de Lychnophora pinaster com baixas taxas de
germinacao.

Esses resultados reforcam que a espécie de L. salicifolia possui
maior diversidade de microrganismos nas sementes que aumentam a
contaminac&o in vitro. O que indica a necessidade de estudos que visem
obter composto que atue efetivamente no controle da contaminagédo dos
aquénios. Sementes que possuem maior contaminagdo podem causar
perdas no armazenamento, bem como perdas no campo (AMBRICO et
al., 2017).

No experimento que foi instalado no viveiro de producdo de

mudas para a caracterizacdo do ambiente de luz natural, foram feitas
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medicgdes de temperatura fora e dentro da estufa durante a realizagéo do
trabalho, sendo constatada uma grande oscilacdo, sendo que no
ambiente externo houve uma média de temperatura maxima de 35,8°C,
e uma média de temperatura minima de 12,2°C, obtendo uma variagéo
térmica em torno de 23,6°C. Ja no interior da estufa houve uma média
de temperatura maxima de 37,9°C e minima de 11,6°C, com uma
amplitude térmica em torno de 26,3°C. A constatacdo de grandes
oscilacdes de temperatura durante todo o experimento pode ter sido um
fator que dificultou ou até mesmo impediu a germinacdo do material
que estava nesse ambiente.

Gonzaga et al. (2021) em estudo com a familia Asteraceae
enfatizam que a germinacao de sementes da familia € influenciada pelas
condigdes ambientais do local de crescimento da espécie e maturidade
dos aquénios. E sabido que em cultivos agricolas a dorméncia em
menor grau é favordvel porque evita a germinacdo precoce ou 0
brotamento antes da colheita. Mas plantas que possuem alto nivel de
dorméncia resulta em baixo stand (TUAN, 2019). Alguns métodos de
quebra de dorméncia podem ser utilizados. Em aquénios de L.
salicifolia outros estudos sdo necessarios para elucidar a dorméncia
presente nas sementes e qual o método correto na desinfestagdo e
quebra de dorméncia das sementes que resultara em maior germinacao
e estabelecimento da pléantula.

Mesmo que os resultados ndo tenham sido satisfatorios quanto
a desinfestacdo e germinacao de aquénios de L. salicifolia, 0s mesmos
poderdo servir para proximas etapas em estudos posteriores com

Lychnophoras no cultivo in vitro, apos ter sido constatado que néo
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houve uma relagéo entre os diferentes ambientes e entre os meios de
cultivo com as concentragcbes de hipoclorito de sédio e com as
concentracdes de sacarose utilizadas no presente trabalho, e também
por ter sido verificada uma possivel dorméncia existente nas sementes
da espécie, que precisa ser estudada e superada em futuros trabalhos.
Devido ao fato de que ndo houve diferenca significativa nos tratamentos
utilizados, apds um melhor esclarecimento quanto ao tipo de dorméncia
presente nas sementes, novos métodos menos onerosos poderdo ser

testados.
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5. CONCLUSAO:

Aquénios de Lychnophora salicifolia ndo sdo influenciados por
ambiente com luz natural ou artificial no que se refere a contaminacao
e germinacéo.

As concentragBes de hipoclorito de sddio testadas nédo
promoveram uma assepsia eficiente nos aquénios de Lychnophora
salicifolia.

O estabelecimento de aquénios de Lychnophora salicifolia ndo
é influenciado por meio de cultura, seja meio simples ou ¥4 MS.

Para as condicOes estudadas ndo foi possivel avaliar o potencial

in vitro dos aquénios de Lychnophora salicifolia.
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