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RESUMO

Velloziaceae é uma das principais familias da composicao floristica dos campos rupestres
da Chapada Diamantina e possui espécies com significativo potencial ornamental e
resisténcia a mudancas climaticas. As espécies Vellozia seubertiana e Vellozia pyrantha
se destacam pela beleza das suas flores e carecem de estudos que garantam a sua
propagacdo e conservacdo. Este trabalho teve como objetivo estabelecer protocolos de
micropropagacao das espécies V. seubertiana e V. pyrantha. Para o estabelecimento in
vitro as sementes das duas espécies foram desinfestadas e inoculadas em meio MS com
metade das concentracgdes salinas (MS %2) contendo 1 g L- de carvao ativado a parte aérea
das plantas germinadas in vitro foram utilizadas para a inducéo de brotos em meio MS %
suplementado com BAP (0,00; 4,44; 8,88 e 17,76 uM) e ANA (0,00 e 2,22 uM). Para V.
seubertiana testou-se também a influéncia da consisténcia do meio de cultura (sélido e
liquido) na etapa de multiplicacdo. Brotos de V. seubertiana foram inoculados em meio
MS % contendo carvao ativado (0,0 e 1,0 g L-) e AIB (0,00 e 2,22 uM) para
enraizamento. Microplantas enraizadas foram aclimatizada sem casa de vegetacao.
Obteve-se, via organogénese direta, uma meédia de 5,7 brotos de V. seubertiana em meio
contendo 8,75 UM de BAP e 2,22 uM de ANA e 5,5 brotos por explante para a espécie
V. pyrantha em meio com 4,44 uM de BAP. O meio so6lido foi mais eficiente para a
multiplicacdo de V. seubertiana. Na fase de enraizamento de V. seubertiana, a presenca
do carvao ativado proporcionou maior crescimento da parte aérea e da raiz; e as plantas
aclimatizadas atingiram 75%de sobrevivéncia apds 60 dias da transferéncia para a
condicdo ex vitro. Conclui-se que a micropropagacdo € uma técnica promissora para as
espécies V. seubertiana e a V. pyrantha.

Palavras-chave:Campo rupestre.Propagacéo in vitro. Regulador vegetal.



ABSTRACT

Velloziaceae is one of the main families of the floristic composition of the rupestrian
fields of Chapada Diamantina and has species with significant ornamental potential and
resistance to climate change. The species Vellozia seubertiana and Vellozia pyrantha
stand out for the beauty of the flowers and lack studies to guarantee their propagation and
conservation. This work had as objective to establish protocols of micropropagation of
the species V. seubertiana and V. pyrantha. For establishment in vitro the seeds of the
two species were disinfected and inoculated in MS medium with half the saline
concentrations and activated charcoal 1 g L-1. Whole germinated plants in vitro were used
for the induction of shoots in MS % medium supplemented with BAP (0.00; 4.44; 8.88
and 17.76 puM) and ANA (0.00 and 2 .22 uM). For V. seubertiana the influence of the
consistency of the cultivation medium (solid and liquid) in the multiplication stepwas
tested. Shoots of V. seubertiana were inoculated in MS % medium containing activated
charcoal (0.0 and 1.0 g L-t) and IBA (0.00 and 2.22 uM) for rooting. Rooted Microplantas
had been aclimatized in vegetation house. It was obtained, via direct organogenesis, an
average of 5.7 sprouts of V. seubertiana in a medium containing 8.75 uM of BAP and
2.22 uM of ANA and 5.5 sprouts per explant for the species V. pyrantha in medium with
4.44 uM of BAP. The solid medium was more efficient for the multiplication of V.
seubertiana. In the rooting phase of V. seubertiana, the presence of activated carbon
provided greater growth of the aerial part and root. ex vitro. It is concluded that
micropropagation is a promising technique for the species V. seubertiana and V.
pyrantha.

Key words: Campo rupestre. In vitro propagation. Vegetable regulator.
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INTRODUCAO

A Chapada Diamantina é formada por diversos tipos de vegetacdo,
incluindo floresta, caatinga, cerrado e campo rupestre, que é a mais tipica da regido
onde ha o predominio de afloramentos rochosos ligados a uma fisionomia herbaceo-
arbustiva (CONCEICAO et al., 2005).

As espécies vegetais dos campos rupestres proporcionam uma beleza impar a essa
ecorregido. Pelo elevado potencial para o mercado de plantas ornamentais e outros usos
ja atribuidos, muitas dessas espécies sdo extraidas de forma inconsciente, trazendo riscos
aos recursos genéticos vegetais desse local.

Além da coleta indiscriminada, os incéndios florestais frequentes sdo um ponto de
discussdo quanto aos riscos causados a vegetacdo de uma forma geral e quanto aos
beneficios associados a algumas espécies de potencial ornamental tipicas do territorio,
como as Vvelozias, por exemplo.

Velloziaceae faz parte do grupo de familias vegetais diagnosticas da vegetacédo
rupestre (COSTA; SANO; TROVO, 2008), sendo uma das familias mais interessantes da
América do Sul, com a maioria das espécies adaptadas a mudancas climaticas adversas e
ao crescimento sobre rochas (AYENSU, 1973).

Nos campos rupestres da Chapada, espécies dessa familia possuem grau de
endemismo consideravel (NEVES, 2009), e ao florescerem, garantem uma exuberancia
sem igual ao local (CONCEICAO et al., 2005), razio do importante papel para a regido.
Dentre estas estdo as espécies Vellozia seubertiana Goethart & Henrard. E Vellozia
pyrantha A. A. Conc. (basinomio=Vellozia sincorana), conhecida popularmente como
candombad, que tém como caracteristica em comum a exuberancia de suas flores lilases e
roxas (NEVES, 2009), além disso, possuem caules cobertos por bainhas foliares que
asseguram protecdo quando em contato com o fogo rapido (ALVES; SILVA, 2011).

AV. seubertiana é uma espécie endémica do Brasil (MELLO-SILVA, 2015) com
ocorréncia na Chapada Diamantina. J& o candombd ocorre restritamente na regido da
Chapada (AYENSU; SMITH, 1976). Essas espécies possuem habitos de crescimento
herbaceo e ocorrem sobre rochas, sendo a V. seubertiana ocorrente também em solos
arenosos (NEVES, 2009). S&o recursos potenciais ao uso como plantas ornamentais,

entretanto, para que isso ocorra de forma racional, sdo imprescindiveis estudos que
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auxiliem o manejo de suas populacfes naturais bem como técnicas que possibilitem a
conservacao ex situ e a producdo de mudas de qualidade.

Dentre as estratégias utilizadas para a producdo de mudas, a cultura de tecidos
vegetais se destaca como excelente alternativa para o atendimento ao seguimento agricola
de plantas ornamentais, com o fornecimento de plantas saudaveis; assim como para a
conservacao ex situ.

A micropropagacéo de plantas é uma forma de reproducédo assexuada iniciada por
pequenos fragmentos, denominados explantes (DEBERGH; GEORGE, 2008). E a
aplicacdo mais comum da cultura de tecido e proporciona a producdo de plantas com
caracteristicas idénticas as matrizes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998),
constituindo-se numa excelente alternativa para atender ao mercado ornamental.

Essa técnica possibilita a producéo de elevado nimero de mudas em um pequeno
espaco (DEBERGH; GEORGE, 2008), e é constituida de quatro etapas: inicialmente é
feita a selegéo, desinfestacédo e estabelecimento do explante in vitro em meio de cultura,
seguido da multiplicacéo, enraizamento e, por fim, a aclimatizacdo de plantas, em que
ocorre a passagem do ambiente in vitro para o0 ambiente ex vitro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Para a conducdo da micropropacao é necessario um meio nutritivo que supra as
necessidades das culturas in vitro. Esses meios sdo compostos basicamente por agua,
macro e micronutrientes, vitaminas e carboidratos, podendo ser preparados em estado
solido ou liquido, que é de maneira geral, mais barato e pratico, mas precisam de alguma
técnica que possibilite a oxigenacdo da cultura in vitro (CALDAS; HARIDASAN;
FERREIRA, 1998), como 0 uso de suporte para a planta, por exemplo.

Na literatura ha poucos relatos de pesquisas que visem a propagacao in vitro de
espécies do género Vellozia, sendo encontrados um estudo para V. flavicans Mart. ex
Schult f. (FREITAS NETO, 2009) e dois para a espécie V. pyrantha A. A.Conc
(BORGES, 2015; BORGES et al., 2020). No entanto, pesquisas realizadas com outras
espécies ornamentais ocorrentes na Chapada Diamantina demonstraram a viabilidade da
cultura de tecidos para a micropropagacdo de bromélias (BELITTANI et al., 20073;
BELITTANI etal., 2007b;LIMA et al., 2012;LIMA; LIMA-BRITO; SANTANA, 2020;),
sempre-vivas (ALBUQUERQUE et al., 2016; CARMO; MOURA, LIMA-BRITO, 2020;
CARMO; MOURA, LIMA-BRITO, 2021;LIMA-BRITO et al., 2011; LIMA-BRITO et
al. 2016; LIMA; LIMA-BRITO; SANTANA, 2021; PAIXAO-SANTOS,
2003;PAIXAO-SANTOS, 2006;PAIXAO-SANTOS et al., 2008;), cactaceas
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(RESENDE; LIMA-BRITO; SANTANA, 2010;RESENDE et al., 2021; TORRES-
SILVA et al., 2021) e orquideas (SHERLOCK, 2009; VIANA, 2013).

Considerando a importancia e a peculiaridade dos recursos vegetais dos campos
rupestres da Chapada Diamantina, a eficiéncia da aplicacdo da micropropagacdo em
atender o comércio de plantas ornamentais, além da raridade de estudos de propagacéo
com espécies de veldzias, o objetivo desse estudo foi estabelecer protocolos de

micropropagacao das espécies V. seubertiana e V. pyrantha.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Recursos genéticos vegetais da Chapada Diamantina, Bahia

A Chapada Diamantina ocupa uma extensao territorial de 50.610 km, engloba 58
municipios e fica localizada na regido central do estado da Bahia; € composta por uma
ampla diversidade de vegetagéo, incluindo floresta, caatinga, cerrado e campo rupestre
(ROCHA et al., 2005). O campo rupestre é a vegetacdo mais tipica (CONCEICAO et al.,
2005), com grande diversidade de espécies que merecem atencdo, pelas suas
peculiaridades morfofisioldgicas e, principalmente, pelos usos conhecidos ou potenciais
jaatribuidos as plantas que compde essa vegetagdo, o que torna prioritario o estudo destes
recursos genéticos vegetais, tendo em vista a sua conservacao in situ e ex situ.

As plantas do campo rupestre possuem elevada capacidade de firmamento aos
substratos dispostos sobre as rochas e sdo altamente tolerantes ao estresse hidrico
(RAPINI et al., 2008). Sdo ocorrentes neste tipo de vegetacdo espécies das familias
Poaceae, Velloziaceae, Gentianaceae, Orchidaceae, Cyperaceae, Eriocaulaceae,
Xyridacea, Burmanniaceae, Droseraceae, Lentibulariaceae, Ericaceae, Amaryllidaceae,
Bromeliaceae, Melastomataceae, Cactaceae, Rubiaceae, Compositae, Euphorbiaceae,
Gutifferae, Malpighiaceae e Fabaceae, totalizando 21 familias (RAPINI et al., 2008).
Algumas dessas familias sdo indicadoras da vegetacdo rupestre: Eriocaulaceae, a mais
significativa, Xyridaceae, Poaceae, Cyperaceae e Velloziaceae (COSTA; SANO;
TROVO, 2008). Além disso, € comum a ocorréncia de representantes vegetais do cerrado
e das restingas nos campos rupestres por conta das similaridades edafocliméticas entre
esses tipos de vegetacdo (RAPINI et al., 2008).

Tamanha diversidade foi apresentada em um inventario elaborado pela
Associacdo de Plantas do Nordeste em parceria com a Universidade Estadual de Feira de
Santana e o Departamento de Vertebrados - Mastozoologia do Museu Nacional da
Universidade do Rio de Janeiro, publicado em 2005, que registrou a presenca de 441
espécies vegetais nos campos rupestres da Chapada Diamantina com grande maioria
considerada espécie rara, sendo a area total de estudo de 35.392,9 Km2 (MMA, 2006).

Outra questdo importante a respeito dessa vegetacdo é a sua alta taxa de
endemismo. De acordo com Veloso et al. (2002),alguns géneros ou espécies sdo
endémicos de localidades especificas desse territdrio, como: Rayleya (Sterculiaceae) que
contem uma espécie presente apenas em Andarai; Mysanthus (Fabaceae), género com

uma espécie da parte sul da Chapada; Heteranthia (Scrophulariaceae) com uma espécie
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de areas brejosas do leste da Chapada; Holoregmia (Martyniaceae) com uma espécie
ocorrendo de Rio de Contas até Anajé.

Existem muitas espécies endémicas da regido que sdo conhecidas e utilizadas
pelas comunidades, especialmente pela sua importancia ornamental, dentre as quais estdo
a bromélia Sincoreamucugensis (Wand. & A.A. Conc.) LOUZADA & WAND
(basinomio = Orthophytum mucugense Wand. e Conceicéo) e a sempre-viva Comanthera
mucugensis subsp. mucugensis (basindmio = Syngonanthus mucugensis Giulietti),
endémicas do municipio de Mucugé (ALMEIDA et al.,, 2006; LOUZADA;
WANDERLEY, 2010), e Melocactus glaucescens Buining & Brederoo, uma cactacea
endémica do municipio Morro do Chapéu (TAYLOR; ZAPPI, 2004).

2.1.1Danos causados a vegetacdo em decorréncia de atividades antrépicas

A ecorregido Chapada Diamantina tem sofrido no decorrer dos anos com 0s
impactos de atividades antrépicas que causam a degradagdo dos recursos naturais,
incluindo o extrativismo de plantas ornamentais (ROCHA et al., 2005), queimadas
constantes, garimpo, expansdo da agropecuaria (COSTA et al., 2002) e turismo (NEVES;
CONCEICAO, 2007).

Espécies ornamentais ocorrentes nos campos rupestres da Chapada sdo muito
atraidas ao extrativismo predatorio e ja eram coletadas por moradores da regido e
comercializadas para obtencao de renda antes mesmo da década de 70, conforme relatado
por Giuliettiet al. (1988); sendo as espécies mais exploradas as sempre-vivas, 0s cactos,
as orquideas (ROCHA et al., 2005) e as bromélias (LIMA et al., 2012).

No estado da Bahia, a Chapada é uma das regi6es que mais enfrenta incéndios
florestais (NEVES; CONCEICAO, 2010), em sua maioria, causados por pecuaristas,
coletores de plantas ornamentais (por acreditarem que no ano seguinte a queimada os
individuos brotam com mais vigor), catadores de lenha, turistas inconscientes,
agricultores que utilizam o fogo de maneira descuidada, além da acdo de pessoas
piromaniacas (MMA; ICMBIo, 2007).

Os relampagos também podem causar incéndio nessa regido, mas as ocorréncias
por esta causa natural ndo ultrapassam 1% do total de registros (MMA,; ICMBio, 2007).
Outra problematica associada aos incéndios é que, para chegar até as areas de ocorréncia,

brigadistas utilizam técnicas de construgdo de aceiros, que sdo corredores formados pela
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retirada de vegetacdo (PNCD, 2009), o que causa impacto negativo nas populacbes
vegetais.

Apesar de autores afirmarem que o fogo € um dos fatores mais importantes na
dindmica da vegetacdo rupestre, dando destaque para especies do género Vellozia
(Velloziaceae) (CONCEICAO, 2018; NEVES; CONCEICAO, 2009; NEVES;
CONCEICAO, 2010), o fogo que no ocorre de forma natural ndo deve ser considerado
como um fator positivo para a vegetagdo (MMA; ICMBIo, 2007).

As informacdes aqui relatadas evidenciam a necessidade de pesquisas que
estabelecam medidas e técnicas de conservacgdo para a vegetacao da Chapada Diamantina,

especialmente com as espécies de Velloziaceae, familia pouco estudada.

2.2 Velloziaceae

A familia Velloziaceae, considerada uma das familias mais curiosas que ocorrem
na América do Sul e na Africa (AYENSU, 1973), é composta por espécies de plantas de
costume solitario (MELLO-SILVA, 2005), perenes, de médio a baixo porte, caules
fibrosos e lenhosos e flores solitarias (SMITH; AYENSU, 1976).

A maioria das espécies dessa familia tem a capacidade de crescer sobre rochas e
sdo adaptadas a condicdes climaticas extremas e variaveis (AYENSU, 1973). Possuem
caules encobertos por bainhas foliares que protegem essas plantas quando em contato
com o fogo (ALVES; SILVA, 2011), caracteristica importante para espécies que ocorrem
em regides nas quais incéndios sdo recorrentes.

A familia Velloziaceae é constituida por aproximadamente 260 espécies que estdo
distribuidas entre cinco géneros sendo o de maior relevancia o género Vellozia Vand.,
com cerca de 121 espécies, com grande parte ocorrendo na regido central do Brasil,
especialmente na Cadeia do Espinhaco (MELLO-SILVA, 2018). Dentre as espécies
deste género ocorrentes na Chapada Diamantina estdo a Vellozia pyrantha AA Conc. E a
Vellozia seubertiana Goethart & Henrard.

A Vellozia pyrantha (basinomio=Velloziasincorana) (Fig. 1a) conhecida
popularmente como candomba e “espécie do fogo” € uma espécie endémica dos campos
rupestres na regido norte da Chapada (AYENSU; SMITH, 1976). Caracteriza-se por

plantas que variam de 1 a 4 metros de altura, com laminas foliares de até 45 cm de
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comprimento e 20 mm de largura (SMITH, AYESUN, 1976) e flores de cor lilas
(NEVES, 2009).

Diversos trabalhos cientificos ja concluiram a dependéncia do fogo no estimulo a
reproducéo dessa espécie (CONCEICAO; ORR, 2012). As lascas do caule do candomba
sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de gastrites, a resina presente nas raizes
pode ser utilizada para fazer incenso e os caules inteiros sdo utilizados como tochas para
iniciar fogo (ALMEIDA, 2006). Essa planta e partes dela sdo comercializadas em feiras
na regido da Chapada (ALMEIDA, 2006), o que gera risco as populacfes naturais da
especie.

A Vellozia seubertiana (Fig. 1b) é uma espécie presente nos campos rupestres da
Chapada e possui indicios de floracdo impulsionada pelo fogo (NEVES, 2009), mas este
ndo é um fator essencial para que o ciclo fenoldgico aconteca (NEVES, 2009). As flores

de coloracgdo roxa aparecem geralmente na estacao chuvosa (NEVES, 2009).

Figura 1: Vellozia pyrantha (A) e Vellozia seubertiana (B) em seu habitat natural, na
Chapada Diamantina, Brasil. Fonte A: Barbara Borges, 2020; B: Autora, 2019.

Essas duas espécies possuem elevado potencial ornamental pela beleza das suas
flores, arquitetura das folhas e rusticidade. Para que adentrem ao mercado de plantas
ornamentais sdo necessarios estudos que viabilizem a propagacdo da espécie e a
manutencao das populag¢des naturais.

Apesar do potencial que essas espécies possuem, ainda ndo existem trabalhos de
propagacdo com V. seubertiana e s@o relatados apenas dois estudos para a especie V.
pyrantha (BORGES, 2015; BORGES et al., 2020), ambos utilizando técnica de cultura

de tecidos vegetais.
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2.3 Cultura de tecidos vegetais: micropropagacao de plantas

A cultura de tecidos vegetais compreende técnicas que possibilitam o cultivo de
Orgdos, tecidos e células separados da planta matriz em meios nutritivos feitos em
laboratério (GEORGE, 2008). Dentre as técnicas possiveis deste seguimento da
biotecnologia, a micropropagacdo, propagacao in vitro ou clonagem de plantas, € a
aplicacdo de maior relevancia (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A micropropagacdo € uma técnica na qual as caracteristicas da planta matriz séo
mantidas; isso ocorre porque durante as divisdes mitdticas 0os genes sdo copiados
(DEBERGH; GEORGE, 2008). Esta técnica de propagacdo € realizada em ambiente
asséptico, que evita contaminagédo, requer um espaco relativamente pequeno para manter
as culturas, e as microplantas podem ser produzidas em qualquer época do ano
independendo de fatores ambientais que poderiam ser limitantes (DEBERGH; GEORGE,
2008).

A producédo de uma muda micropropagada compreende etapas a serem seguidas,
podendo existir variaches a depender da espécie a ser trabalhada. Murashige (1974)
determinou as seguintes fases como essenciais & propagacao in vitro:

Estagio I: refere-se ao estabelecimento da cultura in vitro. O autor destaca a importancia
da assepsia para eliminar qualquer possivel fonte de contaminacdo, pois o cultivo
asséptico é um dos principais principios da cultura de tecidos.

Estagio II: trata-se da multiplicacdo in vitro, fase em que tecidos vegetais sofrem
transformacdes até desenvolverem uma nova planta.

Estagio Ill: é caracterizado pela preparacdo das microplantas para transferéncia do
ambiente in vitro para o ex vitro, ou seja, da condi¢ao heterotréfica para autotrofica. Nesta
fase é feito o enraizamento de plantas e o alongamento a fim de conferir as mudas
tolerancia ao estresse hidrico no ambiente externo.

A capacidade regenerativa e de crescimento in vitro esta diretamente relacionada
a genética e a fisiologia da planta mde, entretanto, o éxito na aplicacdo da técnica é
determinado por inimeras variaveis (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para o cultivo in vitro s@o utilizados meios de cultura que fornecem aos tecidos
vegetais substancias necessarias ao crescimento e desenvolvimento vegetal (CALDAS;
FERREIRA; HARIDASAN, 1998). A composic¢ao dos meios ¢é baseada nas necessidades
essenciais de nutrientes exigidos pelas plantas em ambiente natural, pois, embora alguns

sistemas do vegetal estejam estagnados, pela insuficiéncia de alguns fatores presentes nas
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condicdes de incubacdo, 0 metabolismo e as vias bioquimicas sdo mantidos (CALDAS;
FERREIRA; HARIDASAN, 1998).

Os meios sdo compostos por agua (componente presente em maior proporgao),
nutrientes (macronutrientes e micronutrientes), carboidratos (necessario, pois o ambiente
do cultivo in vitro ndo apresenta condigcdes para a fotossintese), vitaminas e outros
aditivos, incluindo reguladores vegetais que podem ser incorporados ao meio, a depender
das necessidades de cada espécie e dos objetivos do cultivo (CALDAS; FERREIRA;
HARIDASAN, 1998).

O estado fisico do meio de cultura € um ponto importante durante o cultivo in
vitro. De maneira convencional, utiliza-se os meios semissolidos obtidos pela adi¢do de
agentes gelificantes durante o preparo (GEORGE, 2008). O &gar, polissacarideo extraido
de algas, é o agente gelificante mais utilizado no cultivo in vitro (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998), isso porque essa substancia ndo reage
significativamente com outros compostos do meio, em agua forma géis que derretem a
100°C e se gelificam a mais ou menos 45°C, além disso, esses géis ndo sdo consumidos
por enzimas vegetais (GEORGE, 2008). No entanto, o &gar contribui com o
encarecimento do processo de propagacao in vitro que € uma tecnologia de uso limitado
pelo alto custo de ferramentas e substancias utilizadas (RIBEIRO; TEIXEIRA-PINTO;
TEXEIXA, 2013).

Alguns autores tém empregado o meio liquido na tentativa de otimizar a
multiplicacdo in vitro(COSTA, et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2016),
pois, além de reduzir os custos, a utilizacdo de meio nesse estado fisico proporciona uma
maior area de contato do material vegetal com o meio de cultura, o que potencializa o
desenvolvimento do explante (CALDAS, HARIDASAN, FERREIRA, 1998).

Espécies cultivadas em meio liquido, podem apresentar problemas relacionados a
falta de oxigenacdo e hiperidricidade, que atrasam ou mesmo inviabilizam o
desenvolvimento (GEORGE, 2008). Essas limitacGes sdo solucionadas, por exemplo,
com o uso de suportes que possibilitam a aeracdo da cultura in vitro (GEORGE, 2008).
Dentre as alternativas de suportes utilizados, a ponte de papel filtro é citada na bibliografia
(BARBOZA et al., 2009;MENGARDA et al., 2009).

A adicdo de reguladores vegetais a0 meio é determinante no crescimento e
desenvolvimento na maioria das culturas in vitro, principalmente as auxinas e citocininas,
classes mais utilizadas (CALDAS; FERREIRA; HARIDASAN 1998). De acordo com

Kerbauy (2004), essas classes de horménios atuam em pontos especificos da divisao
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celular e conferem a célula capacidade de progredir no ciclo. As auxinas e citocininas
combinadas agem direcionando a morfogénese e promovem o crescimento de 6rgaos,
calos e suspensoes celulares (GEORGE, 2008).

O processo de multiplicacdo in vitro pode ocorrer através das vias organogénica
ou embriogénica, ambas de forma direta ou indireta, na qual o explante passa por uma
fase intermediaria de calos (amaranhado celular). De maneira geral, pelo método indireto,
as microplantas obtidas, possuem maior possibilidade de serem geneticamente diferentes
(GEORGE, 2008), por conta da intensa divisao celular antes da formacéo de brotos ou
embrides.

A organogénese baseia-se na formagédo de gemas a partir de tecidos potenciais
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A embriogénese somatica é o processo de
desenvolvimento de embriGes estruturalmente semelhantes aos encontrados em sementes,
com dois polos (raiz e parte aérea) que originardo uma planta inteira (DEBERGH;
GEORGE, 2008). Um ponto a ser observado nos materiais vindos de organogénese é a
presenca de apenas um polo e a existéncia de um sistema vascular que faz ligagédo com o
explante inicial, essas caracteristicas sao opostas quando ocorre a formacao de embrides
somaticos, sendo fundamental a distincdo de materiais de origem organogénica e
embriogénica nos estudos realizados in vitro (GUERRA et al., 1999).

Apb6s as etapas desenvolvidas in vitro, sucede-se a aclimatizacdo das
microplantas; etapa que pode ser decisiva na manutencdo da sobrevivéncia do material
multiplicado. Essa requer cautela, pois o material vegetal passard de uma condicdo de
elevada umidade e baixa intensidade luminosa para 0 ambiente externo que € o inverso
(DEBERGH; GEORGE, 2008).

As condicBes de crescimento em laboratério conferem as microplantas a falta de
efetividade nas estratégias de sobrevivéncia comuns quando em ambiente natural, como
por exemplo, a reducdo da produgdo de ceras e a ndo funcionalidade de estdmatos
(DEBERGH; GEORGE, 2008, GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), 0 que podera
causar estresse hidrico elevado nas mudas durante a transferéncia para o ambiente
externo, levando-as a morte. Além disso, a planta passara de uma condicdo heterotrofica
para uma condicdo autotrofica, na qual tera que realizar a fotossintese para dar
continuidade ao seu metabolismo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Considerando que a qualidade das microplantas oriundas das etapas in vitro €
determinante para garantir bons rendimentos na aclimatizagéo, estas sdo geralmente

submetidas a uma pré-adaptacdo, conhecida como rustificag&o.
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A rustificacdo € comumente obtida em ambiente in vitro durante a fase de
enraizamento, para isso pode- se aumentar a intensidade luminosa, na sala de crescimento,
disponibilizar mais CO> para as plantas e reduzir ou eliminar o aglcar da composi¢édo do
meio de cultura; essas estratégias irdo capacitar as plantas para a fotossintese
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Ademais, a utilizacdo de estratégias que
reduzam a perda de 4gua apos a transferéncia para 0 ambiente ex vitro é muito importante
para a retomada do crescimento do vegetal que ira passar a fazer fotossintese em niveis
ideais para sua sobrevivéncia (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Isto € possivel
utilizando estufas ou protecGes de embalagens plasticas a fim de manter a umidade do

microambiente e controlar a perda de agua pelas plantas aclimatizadas.

2.4 Aplicacbes da micropropagacdo em espécies ornamentais da Chapada
Diamantina

As técnicas de micropropagacao tém sido aplicadas ha muitos anos na producéo
de mudas comerciais, principalmente de fruteiras e plantas ornamentais. Os trabalhos in
vitrocom plantas ornamentais da Chapada Diamantina sdo recentes, o primeiro foi
realizado com a espécie C. mucugensis por Paixao-Santos (2002).

Outros pesquisadores investiram no desenvolvimento de protocolos de producéo
in vitro para espécies dessa regido. Na maioria desses trabalhos busca-se o
estabelecimento de protocolos eficientes e viadveis para atender a demanda do comércio
ornamental, a fim de reduzir o extrativismo dessas espécies no seu ambiente natural, o
que contribuird para a conservagdo desses importantes recursos vegetais.

Os estudos realizados com a micropropagacaode plantas ornamentais da Chapada
Diamantina incluem espécies das familias Eriocaulaceae, Cactaceae, Orchidaceae,

Bromeliaceae e Veloziaceae.

Sempre-vivas

A familia Eriocaulaceae, sempre-vivas, € o grupo ornamental da Chapada mais
trabalhado com as técnicas de cultura de tecidos, no entanto, os trabalhos sdo restritos a

apenas um género e duas espécies.
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A especie Comanthera mucugensis subsp mucugensis € a espécie mais estudada
por seu grande valor comercial (GIULIETT] et al., 1996) e consequentemente, o risco de
extingdo ao qual esta submetida (CNCFLORA, 2020). Possui trabalhos com diversas
etapas da micropropagacdo como a germinaco in vitro (PAIXAO-SANTOS et al., 2003;
SILVA et al., 2005), multiplicacdo (ALBUQUERQUE, 2013; CARMO, 2019;LIMA-
BRITO etal., 2011; PAIXAO-SANTOS et al., 2006;SANTOS et al., 2008),enraizamento
(SILVA et al., 2005), rustificacdo (LIMA-BRITO et al., 2016) e aclimatizagdo (LIMA-
BRITO etal., 2016; PEREIRA et al., 2017;SILVA, 2003), além de estudos de calogénese
(GURGEL, 2017; PAIXAO-SANTOS et al., 2008).

Os estudos realizados com a espécie Comanthera curralensis Moldenke
limitaram-se ao estabelecimento in vitro (ALBUQUERQUE et al., 2016) e a
multiplicacdo via organogénese (ALBUQUERQUE, 2013).

Cactéceas

Na literatura sdo relatados trabalhos in vitro para sete espécies de cactos.
Melocactus glaucescens Buining & Brederoo: multiplicacdo (TORRES-SILVA, 2018) e
aclimatizacdo de mudas (RESENDE et al, 2010); Discocactus zehntneri:
estabelecimento e micropropagagédo (MARCHI, 2012) e morfogénese (MARCHI, 2016);
Pilosocereus gounellei: estabelecimento e micropropagagdo (MARCHI, 2012);
Stephanocereus luetzelburgii: estabelecimento e micropropagacdo (MARCHI, 2012) e
multiplicacdo e calogénese (MARCHI, 2016); Discocactus zehntneri: estabelecimento e
micropropagacdo(MARCHI, 2012) e morfogénese (MARCHI, 2016). Pilosocereus
pachycladus F.Ritter e Melocactus azureus Buining & Brederoo: germinagéo in vitro
(BARBARA et al., 2015), Micranthocereus flaviflorus subsp. densiflorus Buining &
Brederoo P.J.Braun & Esteves e Micranthocereus polyanthus subsp. alvinii M. Machado
& Hofacker: micropropagacéo (CIVATTI; MARCHI; BELLINTANI, 2017).

Bromelias

Os trabalhos publicados com espécies de bromélias da Chapada Diamantina se
resumiram a duas espécies. Para S. mucugensis foram realizados estudos de
estabelecimento in vitro (BELLINTANI et al., 2007a), multiplicacdo (LIMA, 2008;
LIMA et al., 2012),) e aclimatizacdo de mudas (BELLINTANI et al., 2007b); além de um
protocolo completo de micropropagacdo via organogénese (LIMA; LIMA-BRITO;
SANTANA et al., 2020; LIMA, 2016).
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Com a espécie Neoregelia mucugensis Leme ha protocolos de estabelecimento in
vitro (BELLINTANI et al., 2007a) e aclimatizagdo de mudas (BELLINTANI et al.,
2007b).

Orquideas

Para orquideas foram identificados trabalhos em quatro espécies: Encyclia
alboxanthina Fowlie que abrange todas as etapas da micropropagacdo (SHERLOCK,
2009), Cattleya elongata Barb. Rodr.: estabelecimento e multiplicacéo in vitro (VIANA,
2013) e analise da estabilidade genética na multiplicacdo in vitro (NASCIMENTO,
2020), Cyrtopodium polyphyllum (Vell.) Pabst ex F. Barros: multiplicagdo in vitro
(CRISTO, 2014), Cyrtopodium aliciae Linden: multiplicag&o in vitro (CRISTO, 2014).

Velbzias

Os estudos com as espécies de velozias da Chapada sdo escassos, sendo
identificado apenas dois estudos de multiplicacdo in vitro com o candomba (Vellozia
pyrantha), no qual os autores fizeram o uso de reguladores vegetais (BORGES, 2015) e
do estresse térmico para induzir a multiplicacdo in vitro (BORGES, 2015; BORGES et
al., 2020). Para a espécie V. seubertiana ndo ha trabalhos com cultura de tecidos nem

tampouco com outras técnicas de propagacao para a espécie.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laborato6rio de Cultura de Tecidos Vegetais
pertencente a Unidade Experimental Horto Florestal (UEHF) da Universidade Estadual

de Feira de Santana (UEFS), no municipio de Feira de Santana, Bahia.
Material vegetal

Para a obtencdo de sementes, capsulas secas das especies Vellozia seubertiana e
Vellozia pyrantha foram coletadas no Parque Municipal de Mucugé, no municipio de
Mucugé, Chapada Diamantina, Bahia (latitude: 12° 59' 47" Sul, longitude: 41° 22' 11"
Oeste).
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Estabelecimento in vitro de duas espécies de Vellozia

As sementes foram lavadas em agua corrente com uma gota de detergente por 10
minutos, em seguida foram levadas para cdmara de fluxo laminar onde foram submersas
em &lcool a 70% por um minuto, e em hipoclorito de sédio 3% por 10 minutos com adi¢éo
de 3 gotas de detergente neutro. Em sequéncia, as sementes foram lavadas quatro vezes

em agua destilada esterilizada. Todo o processo foi realizado sob agitacdo manual.

Ap0s a desinfestacdo, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962) com metade das
concentragdes salinas (MS%) acrescido de 30 gL de sacarose e 1gL* de carvéo ativado,
e gelificado com 7 gL de 4gar (BORGES, 2015). O pH do meio de cultura foi ajustado

para 5,7 antes da autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

As plantas germinadas in vitro foram utilizadas para estimular brotac@es na fase

de multiplicacéo.

Multiplicacgéo in vitro de duas espécies de Vellozia

Experimentol: Multiplicacdo in vitro de V. seubertiana em diferentes concentragdes de
BAP e ANA

O explante parte aérea oriundo de plantas de V. seubertiana (75 dias) e V. pyrantha
(60 dias) germinadas in vitro foi inoculado em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio
MSY% suplementado com 30 g L de sacarose, 7 g L™ de &gar e diferentes concentracdes
da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) combinados com a auxina acido
naftalenoacético (ANA). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com esquema
fatorial 2 x 4, sendo duas concentracdes de ANA e quatro concentracbes de BAP,
perfazendo oito tratamentos. Cada tratamento foi composto por cinco repeti¢des de quatro
amostras, totalizando 20 tubos por tratamento (uma explante por tubo).

Aos 60 dias de cultivo foram avaliados: porcentagem de explantes com brotos
(%EB), numero de brotos por explante (NB), comprimento medio dos brotos (CMR) e

massa seca das brotagdes (MS).
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Tabela 1: Tratamentos utilizados na inducdo de brotos in vitro em plantas das espécies

Vellozia seubertiana e Vellozia pyrantha.

Tratamento ANA (uUM) BAP (uM)
T1 0,00 0,00
T2 0,00 4,44
T3 0,00 8,88
T4 0,00 17,76
T5 2,22 0,00
T6 2,22 4,44
T7 2,22 8,88
T8 2,22 17,76

Experimento 2: Multiplicagéo in vitro de Vellozia seubertiana em diferentes consisténcias
do meio de cultura

Plantas estabelecidas in vitro, com 120 dias de cultivo, tiveram suas partes aéreas
inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS %2 suplementado com 30 g
L de sacarose, 8,75 UM de BAP e 2,22 uM ANA, sendo acrescido (meio semissolido)
ou ndo (meio liquido) de 7gL*agar. Nos tubos com meio liquido foram utilizadas pontes

de papel como suporte para o explante.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo testados
dois estados fisicos do meio de cultura (liquido e semissdlido). Cada tratamento foi
composto por cinco repeticOes de quatro amostras, totalizando 20 tubos por tratamento
(um explante por tubo).

Aos 60 dias foram avaliados: porcentagem de explantes com brotos (%EB),
namero de brotos por explante (NB), comprimento médio dos brotos (CMR) e massa seca
das brotacbes (MS).

Enraizamento in vitro de Vellozia seubertiana

Brotos oriundos da multiplicacéo in vitro, com aproximadamente2centimetros de

comprimento, foram individualizados e inoculados em potes contendo 50 mL de meio
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MS ¥ suplementado com 30 gL 'de sacarose, 7gL ‘de agar e combinacdes da auxina
acido indolil-3-butirico (AIB) (0,00; 2,22 uM) e carvio ativado (0; 1 gL ™).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com esquema fatorial
2x2 (duas concentracbes de AIB e duas concentracfes de carvao ativado). Cada
tratamento foi composto por cinco repeticbes de quatro amostras, totalizando 20 tubos
por tratamento.

Aos 30 dias foram avaliados: porcentagem de enraizamento (%E), nimero de
raizes por microplanta (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e da parte aérea (CPA)

e numero de folhas verdes (FV).

Aclimatizagdo de Vellozia seubertiana

Microplantas enraizadas foram removidas do tubo de ensaio com o auxilio de uma
pinca, tiveram suas raizes lavadas cuidadosamente com agua destilada para a retirada dos
residuos de meio de cultura, a fim de evitar o ataque de microorganismosno ambiente
externo. Em seguida, foram transplantadas para copos descartaveis de 200 mL contendo
terra vegetal e vermiculita, na proporgédo 1:1 (BELLINTANI et al., 2007), e mantidas em
bandejas com lamina d"agua em casa de vegetacdo cobertas com sombrite com 70% de
luminosidade. Os copos foram cobertos com outro copo descartavel por um periodo de
10 dias.

Aos 45 dias da transferéncia foram avaliados: porcentagem de sobrevivéncia das
microplantas (%S), numero de folhas verdes (NFV) e de folhas senescentes (NFS) e

comprimento da parte aérea (CPA).

Condicdes de cultivo

Todos o0s experimentos in vitro foram mantidos em sala de crescimento, com
temperatura de 26 + 2 ° C, fotoperiodo de 14h luz e radiacdo fotossintética ativa de 60
umol m?2. s-1 obtida através de lampadas fluorescentes brancas frias. As inoculacdes
foram realizadas em cdmara de fluxo laminar para manutencdo da condicéo asséptica e

os tubos vedados com filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC).

Anélise estatistica
Os dados foram avaliados mediante a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade ou regressdo para os dados quantitativos e
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qualitativos, respectivamente, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).
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RESULTADOSE DISCUSSAO
Micropropagacao de Vellozia seubertiana

A espécie V. seubertiana apresentou 80% de germinacao in vitro (dados nédo
apresentados). A utilizacdo de plantas oriundas da germinacédo de sementes potencializa
a manutencdo da variabilidade genética, o que é importante para o estabelecimento inicial
de colegdes de estudo in vitro bem como de Bancos Ativos Germoplasma (BAGs). Uma
alta variabilidade é interessante quando se pensa na cultura de tecido como uma estratégia
de conservacdo ex situ. J& a manutencdo da estabilidade genética da planta matriz é
essencial para a producdo de mudas clones destinadas ao mercado, e isto pode ser obtido
pela propagacdo in vitro via direta, técnica utilizada neste estudo.

A anélise de variancia demonstrou efeito isolado da ANA para a variavel
porcentagem de explantes com brotos (%EB), interacdo dupla entre BAP e ANA para a
variavel nimero de brotos por planta (NB) e para as demais variaveis avaliadas nao houve
efeito significativo dos tratamentos testados (Tab. 2).

Tabela 2: Resumo da andlise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia de
explantes (%S), porcentagem de explantes com brotos (%EB), nimero de brotos por
explante (NB), comprimento médio dos brotos (CMB) e massa seca das brotacdes (MS)
na multiplicacdo in vitro de Vellozia seubertiana em funcédo de diferentes concentragdes
de BAP e ANA, cultivada in vitro por 60 dias

QUADRADO MEDIO

FV GL %S %EB NB CMB MS
BAP 3 125.00™  1390.2" 9.89"™  0.04™ 0.017™
ANA 1 0.00" 3515.62* 12.08™ 0.11"™ 0.00™

BAP*ANA 3 375.00™  307.29™ 43.71* 0.08™ 0.01™

CV% 9.93 48.37 83.41 74.39 369,41

Na etapa de multiplicacdo de V. seubertiana, observou-se a inducao de brotos na
base do explante em todos os tratamentos testados. A presenca da citocinina BAP no meio
de cultura ndo influenciou a porcentagem de explantes com brotos (%EB). Ja a adicdo da
auxina ao meio de cultura, embora ndo essencial para a resposta dos explantes a formacéo

de brotos in vitro, influenciou significativamente esta variavel. Na concentragdo de 2,22
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UM de ANA a média observada para %EB foi superior ao tratamento sem essa auxina
(Fig. 2a).
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Figura 2: Efeito de ANA na porcentagem de explantes com brotos - %EB (A) e do BAP
+ 2,22 uM de ANA no nimero de brotos por planta - NB (B) de Vellozia seubertiana,
cultivada in vitro por 60 dias.

Estes resultados dao indicios de que a espécie possui auxina endogena em
quantidade suficiente para a formacdo de brotos, no entanto, a multiplicacdo pode ser
otimizada pela suplementacdo exdgena do regulador vegetal ANA, resultando em
balancos hormonais mais favoraveis a multiplicacao.

Considerando que neste experimento foi utilizada apenas uma concentracao de

ANA e que foi obtida uma média de 58,75% de explante com brotos, sugere-se que
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concentracdes superiores sejam testadas no sentido de potencializar a multiplicagéo in
vitro. Lima et al. (2012) também observaram médias inferiores a 60% utilizando baixas
concentracdes de ANA,0,65 ¢ 1,30 uM, combinadas com 2,22 uM de BAP em estudos
com a bromélia S. mucugensis. Ja Lima, Lima-Brito e Santana (2020) obtiveram altas
porcentagens de explantes com brotos em S. mucugensis (99%) com a utilizacdo do
explante caule e maiores concentragdes da auxina ANA, 2,60 e 5,20 uM.

Para a espécie C. mucugensis, a sempre-viva de Mucugé, Lima-Brito et al. (2011)
conseguiram 58% de explantes com brotos na auséncia de regulador vegetal utilizando
explante caule, o que revela que a espécie possui teores de horménios enddgenos
suficientes para induzir morfogénese, semelhantes a espécie V. seubertiana. Essas duas
espécies possuem habitos de crescimento semelhantes e ocorrem na mesma regiao.

A interacdo BAP e ANA influenciou significativamente o niUmero de brotos por
explante. A analise de regressdo para esta variavel apresentou modelo polinomial
quadrético na presenca de ANA com ponto de maxima de 5,45 brotos por explante na
concentracéo 8,75 uM de BAP (Fig. 2b), enquanto na auséncia da auxina os dados nao se
adequaram a um modelo matematico

Em experimentos de multiplicacdo in vitro busca-se aperfeicoar o balanco
citocinina/auxina na tentativa de estabelecer um protocolo com producdo satisfatoria de
brotos. Este é o primeiro estudo de multiplicacdo in vitro com a espécie V. seubertiana
(Fig. 3), e foi observado que apds atingir o ponto de maxima, em 8,75 UM de BAP, a
curva do gréfico de producdo de brotos decai, mostrando que a citocinina sintética BAP
tem efeito positivo na inducdo da multiplicacdo in vitro, mas também apresenta efeito
toxico e/ou inibitdrio, que pode ser desencadeado pelo uso de concentragcdes mais altas
que o ideal dessas substancias. Este € um comportamento inerente aos reguladores
vegetais, 0s quais tanto promovem como inibem a mesma resposta fisiolégica na planta,
a depender de sua concentracao.

Este mesmo padréo de comportamento da acdo do regulador BAP foi observado
na multiplicagdo da bromélia S. mucugensis por Lima; Lima-Brito; Santana (2020), em
gue os autores obtiveram o nimero aproximado de 7 brotos por explante em 8,92 uM de
BAP.

Garcia et al. (2021) também verificaram o efeito da citocinina BAP na promog¢éo
da multiplicagéo in vitro,em duas espécies de bromélias. Com a utilizagdo de uma alta

concentracdo de BAP (13,32 uM), os autores obtiveram médias de 14,5 brotos por
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explante para a espécie Aechmea miniata (Beer) Baker e 10,5 para Aechmea blanchetiana
(Baker) L. B. Smith, ao final de 225 dias de cultivo.

As citocininas sdo necessarias na multiplicagdo in vitro, pois agem induzindo a
quebra da dominancia apical e o desenvolvimento de novas gemas axilares
(GRATAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os horménios auxinas e citocinina sdo
essenciais para que as células avancem no ciclo celular, por isso, todos os vegetais
possuem auxina e citocinina naturalmente, agindo em pontos especificos da regulacdo do
ciclo celular, mais precisamente na passagem da fase G1 para a iniciagdo da sintese
celular; as auxinas fazem o controle de ciclinas, sendo uma delas modulada por citocinina
formando um complexo ativo que proporcionara a progressao do ciclo celular; as
citocininas também participam da regulacdo da fase G2 para a mitose, induzindo uma

fosfatase que ativa as cinases dependente de ciclina (KERBAUY, 2019).

4,44 3.88 1776

0,00

2,22

ANA (um)

0,00

Figura 3: Regeneracdo de brotos in vitro de Vellozia seubertiana em meio de cultura MS
Y suplementado com ANA e BAP, cultivada in vitro por 60 dias (Barra: 1 cm).

Neste trabalho o maior nimero de brotos foi 5,45, valor muito superior ao
encontrado por Borges (2015) para esta variavel na espécie V. pyrantha. A autora relatou
um ndmero maximo aproximado de apenas 0,3 brotos por planta com a utilizacdo de
cinetina e 0,2 brotos por explante utilizando BAP.

Freitas Neto (2009), trabalhando com subcultivos na multiplicagdo in vitro da
especie V. flavicans, observou no primeiro subcultivo valores inferiores a 2 brotos por

explante e no terceiro subcultivo valores entre 6 e 7 brotos por explante utilizando a
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citocinina BAP, nas concentragdes 2,22 e 4,44 uM, o que confirma que esta citocinina é
eficiente para a producdo de brotos in vitro em espécies do género Vellozia.

Em todos os tratamentos utilizados, a variavel porcentagem de sobrevivéncia das
plantas apresentou médias superiores a 95%, o que indica que a parte aérea € um explante
inicial promissor para a multiplicacdo de V. seubertiana, pois, além de possibilitar taxas
elevadas de brotos, o explante inicial pode ser utilizado em um novo subcultivo,
supostamente por isso foi utilizado por outros autores em espécies de velozias (FREITAS
NETO, 2009; BORGES, 2015; BORGES et al., 2020). Similarmente, o explante parte
aérea, obtido através da germinacdo de sementes, tem sido utilizado em outras espécies
de arquitetura em roseta, a exemplo das bromélias (DIAS et al., 2020).

Em estudos preliminares, folhas de V. seubertiana foram utilizadas como
explante, mas ndo apresentaram respostas morfogenéticas nas condi¢oes testadas (dados
ndo publicados). De forma similar para a bromélia S. mucugensis ndo foram obtidas
respostas consideraveis nas variaveis porcentagem de explantes com brotos e nimero de
brotos por explante utilizando a folha para iniciar a multiplicagdo (LIMA et al., 2012).
No entanto, o explante folha mostrou-se promissor para a multiplicacdo in vitro da
bromélia A. ramosa (FARIA et al., 2018), da mesma forma que segmentos caulinares
foram promissores em A. miniata e A. blanchetiana (GARCIA et al., 2021), o que
demonstra a importancia da realizacdo de estudos especificos.

Multiplicacédo in vitro de V. seubertiana em diferentes consisténcias do meio de

cultura

A anélise de variancia mostrou efeito significativo da consisténcia do meio de
cultura para as varidveis nimero de brotos (NB), massa seca das brotaces (MS) e
comprimento médio de brotos (CMB). As demais variaveis ndo foram influenciadas

significativamente pelo tratamento testado (Tab. 3).
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Tabela 3: Resumo da andlise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia de
explantes (%S), porcentagem de explantes com brotos (%EB), nimero de brotos (NB),
massa seca das brotagdes (MS) e comprimento médio dos brotos (CMB) na multiplicacdo
in vitro de Vellozia seubertiana em funcéo de diferentes consisténcias do meio de cultura,

cultivada in vitro por 60 dias.

QUADRADO MEDIO

FV GL %S %EB NB MS CMB
CONSISTENCIA 1 62.5"™ 5062.5"™  115.6* 0* 1,36*
CV% 8.11  60.23 66.77 0.76  62.91

O meio de cultura convencional, gelificado com agar produziu maior nimero de
brotos (7,85 brotos/explante) quando comparado ao meio de cultura liquido com ponte de
papel (1,05 brotos/explante) (Fig. 4A). Em Oncidium leuchochilum, espécie da familia
Orchidaceae, Scheidt et al. (2009) observaram respostas positivas a utilizacdo de meio
liquido, com 6,5 e 5,1 brotos/ explante, no entanto os autores utilizaram biorreatores para

promover a oxigenacao do cultivo.

Comportamento similar foi observado para as variaveis comprimento médio dos
brotos e massa seca das brotacdes, que apresentaram médias superiores no meio sélido

em comparacdo ao meio liquido (Fig. 4B,C).

A 94
a
8_
7_
6_
m
Z4_
3_
2_
b
1_
SOLIDO LIQUIDO

Consisténcia de meio de cultura




33

b

I

SOLIDO LIQUIDO
Consisténcia de meio de cultura

c 0712 -
0,71 -
0,708 -
0,706 -
20,704 -
2 0,702 -
07 -
0,698 -
0,696 -
0,694 -

SOLIDO LIQUIDO
Consisténcia de meio de cultura

Figura 4: Efeito da consisténcia de meio de cultura no namero de brotos - NB (A),
comprimento de maior broto CMB(B) e massa seca das brotacdes - MS(C) de Vellozia
seubertiana, cultivada in vitro por 60 dias.

Na etapa de enraizamento observou-se a presenca de raizes em todas as
microplantas. Nao foi observada interacdo entre as fontes de variacdo carvdo ativado e

AIB, as quais influenciaram isoladamente este processo (Tab. 4).
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Tabela 4: Resumo da analise de variancia para porcentagem de brotos enraizados (%E)
namero de raizes (NR), comprimento médio de raiz (CMR), comprimento de parte aérea
(CPA) e folhas senescentes (FS) no enraizamento in vitro de Vellozia seubertiana em

funcdo de diferentes concentracGes de AIB e carvao ativado, durante 30 dias.

QUADRADO MEDIO

FV GL %E NR CMR CPA FV

AlB 1 500"  0.27" 0.38™ 0.67™ 50.5*
CARVAO 1 125"  0.08™ 35.3* 9.81* 0.21™
AIB*CA 1 125™  2.21™ 0.33™ 0.21™ 9.85™
CV% 22.10 46.85 44.67 26.24 51.58

As maiores médias para comprimento da parte aérea e da raiz foram obtidas com
a utilizacdo do carvdo ativado, sendo 3,65 e 3,60 cm, respectivamente, diferindo
estatisticamente de quando o aditivo ndo foi utilizado (Figs. 5 A, B). Esses resultados
foram semelhantes aos de Lima et al. (2012) que observaram efeito positivo do carvéo
para essas mesmas variaveis no enraizamento in vitro de S. mucugensis.

A utilizacdo do carvao ativado no meio de cultura durante o enraizamento in vitro
proporciona alguns beneficios, um deles é que sua cor propicia um meio escuro, sem
luminosidade, com isso, a planta tende a enraizar por esta condicdo fisica (GEORGE,
2008). A outra funcdo esta relacionada a adsorcdo de elementos que podem inibir a
rizogénese; tais substancias podem estar presentes no proprio meio ou serem liberadas
pelo vegetal durante o cultivo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Com excec¢do do nimero de folhas verdes, as variaveis observadas na etapa de
enraizamento ndo foram influenciadas pela auxina AIB, isso pode ser explicado pela
presenca de niveis enddgenos suficientes a formacao de raizes adventicias nos brotos de
V. seubertiana, visto que, todos enraizaram.

O efeito negativo desta auxina na variavel nimero de folhas verdes (Fig. 5C) pode
ser atribuido ao balango hormonal ultrapassar os limites tolerados pela espécie, obtendo
os valores 7,82 quando se utilizou a auxina e 11 folhas verdes em meio livre de AlA. As
auxinas sintetizadas naturalmente agem em diversos aspectos nas plantas, incluindo a
senescéncia (KERBAUY, 2019), e 0 aumento da quantidade de auxina provocada pela

adicdo externa pode ter influenciado no aumento da senescéncia das folhas in vitro, uma
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vez que as plantas livres de auxina externa apresentaram maior namero de folha verde

(Fig. 5C), e menor numero de folhas senescentes (dados ndo mostrados).
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Figura 5: Enraizamento in vitro de Vellozia seubertiana durante 30 dias: efeito isolado
do carvdo no comprimento de parte aérea - CPA (A) e no comprimento médio de raiz -
CR (B) e efeito isolado do AIB no numero de folhas verdes - NFV (C).

Na etapa de aclimatizagdo, ndo houve efeito significativo da auxina e do carvéo
ativado para nenhuma variavel analisada. A porcentagem de sobrevivéncia das plantas
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apos 60 dias da transferéncia para o ambiente ex vitro variaram de 50% a 75%, entre 0s
tratamentos testados. Isso indica que, embora tenham sido encontradas diferencas
significativas para as varidveis analisadas na etapa de enraizamento, estas diferencas néo
influenciaram no processo de adaptacdo ao meio externo de V. seubertiana. Vale lembrar
que todas as microplantas transferidas para os substratos estavam enraizadas.

Estes resultados divergem dos obtidos por Lima, Lima-Brito e Santana (2020) que
observaram efeito positivo do cultivo em meio com carvao ativado para a aclimatizagéo
de S. mucugensis. Os autores indicam o uso de 1g L-1de carvao na fase de enraizamento
das microplantas.

Durante a aclimatizacdo de V. flavicans, Freitas Neto (2009) observou alteragdes
na espessura da cuticula foliar, sendo muito delgadas nas amostras cultivadas in vitro,
muito espessas em plantas em campo e intermediarias nas microplantas aclimatizadas, o
gue mostra que esta espécie do género Vellozia se adapta facilmente as condicbes de
cultivo. A variacdo na espessura da cuticula foliar € um mecanismo produzido pelas
plantas para evitar a perda de &4gua e a consequente desidratagdo em situacOes de déficit
hidrico, e certamente por isso esse autor observou variacGes nesse mecanismo nas
amostras dos diferentes cultivos.

O resultado satisfatorio da espécie V. seubertiana a aclimatizacdo pode ser
atribuida a um aparato rapido de adaptacéo ao ambiente externo, como descrita por Freitas
Neto (2009) para a espécie V. flavicans, ou estar relacionado com a rusticidade de
espécies vegetais ocorrentes nos campos rupestres, as quais possuem alta tolerancia ao
estresse hidrico e, em muitos casos, estbmatos protegidos e metabolismo eficiente contra
a desidratacdo (RAPINI, 2008). Estudos histoldgicos sdo indicados para uma melhor
compreensdo da etapa de aclimatizacao da espécie.

Os resultados obtidos indicam que o periodo para a obtencdo de microplantas de
V. serbertiana via organogénese direta, a partir de sementes, é de aproximadamente 230
dias (Fig. 6). Esse estudo, inédito para a espécie V. seubertiana, é a primeira descricao
de um protocolo completo de propagacao in vitro para o género Vellozia, portanto serd

util para nortear futuros trabalhos com outras espécies da familia Velloziaceae.
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Figura 6: Planta no campo (A), capsulas (B) e sementes (C) de Vellozia seubertiana e
representacdo esquematica do protocolo de micropropagacao via organogénese direta:
crescimento inicial de plantas germinadas in vitro (D), multiplicagdo em meio com 8,88
pMde BAP e 2,22 uM de ANA (E), brotos isolados da planta matriz (F), enraizamento

(G), aclimatizacdo (H) e microplantas aclimatizadas ap6s 60 dias da transferéncia (1),

Multiplicacéo in vitro de Vellozia pyrantha A.A.Conc.

A espécie V. pyrantha apresentou 100% de germinacgdo in vitro (dados ndo
apresentados). A analise de variancia mostrou efeito isolado de BAP e de ANA para o
numero de brotos por explante (NB). Para as variaveis porcentagem de explantes com
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brotos (%EB), e massa seca de parte aérea (MS) observou-se apenas e efeito isolado de
BAP; enquanto para porcentagem de sobrevivéncia das plantas(%S) e comprimento do
maior broto (CMB) nédo houve efeito significativo dos tratamentos testados (Tab. 5).

N&o houve interacdo entre o BAP e ANA para nenhuma das variaveis analisadas.
Esses resultados divergem de observac6es encontradas para outras espécies que possuem
arquitetura das folhas em roseta como Aechmea ramosa Mart. ex Schult. F (FARIA et al.,
2018) e S. mucugensis (LIMA; LIMA-BRITO; SANTANA, 2020), em que a
suplementacdo do meio de cultura com BAP e ANA, combinados, geraram resultados

satisfatorios na producao de brotos in vitro.

Tabela 5: Resumo da andlise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia de
explantes (%S), porcentagem de explantes com brotos (%EB), nimero de brotos (NB),
massa seca das brotacdes (MS) e comprimento médio dos brotos (CMB) na multiplicacao
de Vellozia pyrantha em funcdo de diferentes concentragdes de BAP e ANA, cultivada in
vitro durante 60 dias.

QUADRADO MEDIO

FV GL %S %EB NB MS CMB
BAP 3 1250 2833.3* 39.28*  0.0002* 0.21™
ANA 1 625" 250.0™ 17.26* ons 0.007™
BAP*ANA 3 104.1" 1166.6™ 4.50™ ons 0.16™
CV% 14.49 34.93 45.22 83.64 45.96

A presenca de BAP aumentou significativamente o numero de brotos em relagédo
ao controle (auséncia de citocinina) (Fig. 8A). De maneira semelhante, Lima, Lima-
Brito e Santana (2020) observaram que quando se adicionou BAP ao meio de cultura

houve aumento no nimero de brotos em S. mucugensis.

Em um trabalho com a mesma espécie foi observado um ndmero aproximado de
0,2 brotos/explante quando se utilizou BAP (0.0; 2.22; 4.44 uM) ede 0,3 brotos/ explante
utilizando cinetina, (0.0; 2.32; 4.64 uM), que também é um regulador pertencente a classe
das citocininas (BORGES, 2015); valores esses muito inferiores aos obtidos neste
trabalho, que foi aproximadamente 5 brotos/explante (Fig. 8A). JAem V. flavicans, Freitas
Neto obteve valores de 0,1 a 1,7 brotos/explante utilizando BAP (2,22 e 4,44 uM), CIN
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(2,32e 4,64 uM) e AIB (1,48 uM), combinados. Uma das razdes para esses valores baixos
pode ter sido as baixas concentragdes de reguladores utilizadas por esses autores e 0 Uso
do carvéo ativado por Borges (2015) na composic¢do do meio de cultura de multiplicagéo;
essa substancia possui propriedade adsorvente e pode ter reduzido a eficiéncia da auxina

e da citocinina, ndo proporcionando um balango de reguladores ideal para uma producgéo

satisfatoria de brotos.

As diferentes tentativas de obtencdo de protocolos de multiplicagdo in vitro com
a utilizacdo de variados tipos de reguladores vegetais sintéticos e diferentes combinagoes
dos mesmos sdo muito importantes, pois a mesma espécie pode apresentar respostas
diversas aos reguladores. Isto ocorre porque cada vegetal em cada fase de vida ou
ambiente possuem niveis diferentes de hormdnios vegetais e niveis desiguais de
competéncia celular para o desenvolvimento da morfogénese, o que podera ser

balanceado no cultivo in vitro pelo uso dos reguladores de crescimento sintéticos.

BAP(um)
4,44 8.88 17,76

2,22

ANA (um)

0,00

Figura 7: Regeneracdo de brotos in vitro de Vellozia pyrantha em meio de cultura MS %

suplementado com ANA e BAP (uM), cultivada in vitro por 60 dias (Barra: 1 cm).

A presenca de ANA na concentracdo testada (2,22 uM) reduziu o nimero de
brotos significativamente (Fig. 8B) e, apesar de ter sido utilizado uma concentracdo de
ANA combinada com concentracGes de BAP, pode-se observar que a V. pyrantha nao

necessitou de auxina para produzir um numero razoavel de brotos, provavelmente por
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possuir indices enddégenos suficientes para alcancar um balanco hormonal

citocinina/auxina favoraveis as brotagdes.

Da mesma forma, algumas espécies de bromélias ndo carecem de suplementacao
com auxina no processo de multiplicacdo in vitro, como é o caso das espécies A. Miniata
e A. blanchetiana, que produziram 14,5 e 10,5 brotos por explante, respectivamente,
utilizando apenas citocinina (13,32 uM de BAP) (GARCIA et al., 2021).
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Figura 8: Efeito de BAP (A) e de ANA (B), isolados, no nimero de brotos (NB) de
Vellozia pyrantha, cultivada in vitro por 60 dias.

A presenca de BAP aumentou significativamente a porcentagem de explantes que

apresentaram brotos, que variou de 37,5% a 72,5% (Fig. 9). O mesmo comportamento
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apresentado para o numero de brotos ocorreu para a variavel porcentagem de explantes
com brotos, no qual apenas a auséncia da citocinina se diferenciou das demais

concentracgdes testadas e a presenga de BAP proporcionou um aumento.

Borges (2015) também observou o efeito promotor de BAP para essa variavel em
V. pyrantha, no qual se obteve médias superiores em todos os tratamentos com adicao de

citocinina, diferindo significativamente apenas do controle.

A porcentagem de explantes com brotos variou de 37 a 72%, valores muito
superiores aos encontrados por Borges (2015) que obteve apenas 8% de explantes com
brotos utilizando BAP (2,22 e 4,44 uM) e 21% utilizando cinetina (2,32 e 4,44 uM) para
a mesma espécie, valores esses que ndo alcangam a porcentagem minima encontrada no

presente trabalho (37,5 %) no meio sem adicdo do BAP.

80 1
a

0 4,44 8,88 17,76
Concentragdo de BAP (LM)

Figura 9: Efeito de BAP na porcentagem de explantes com brotos (%EB) em Vellozia
pyrantha, cultivada in vitro por 60 dias.

A massa seca das brotagdes variou de 0,8 mg a 9 mg (Fig. 10), ndo havendo
diferenca estatistica entre as concentracdes de BAP. As plantas ocorrentes nos campos
rupestres possuem a caracteristica de crescimento e desenvolvimento lentos; as baixas
médias observadas para a varidvel massa seca das brotacdes nas diferentes concentracdes
de BAP pode estar relacionada a este aspecto, no entanto a auséncia de diferenca
estatistica entre o controle e os tratamentos com BAP pode estar relacionada ao alto
coeficiente de variacdo observado.
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Figura 10: Efeito de BAP na massa seca das brotacdes (MS) em Vellozia pyrantha,

cultivada in vitro por 60 dias.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a micropropagacdo é uma
técnica promissora para a producdo das espécies Vellozia seubertiana e Vellozia
pyrantha.

A producéo de mudas in vitro da espécie Vellozia seubertiana pode ser conduzida
em meio MS com metade das concentragdes salinas suplementado com 8,75 UM de BAP
e 2,22 UM de ANA para a producao de brotos, enraizando-os em meio MS1/2 com 1 gL~
de carvo ativado, e as microplantas aclimatizadas com vermiculita e terra vegetal na
proporc¢do 1:1 em casa de vegetacdo. O periodo para obtencao de mudas de V. seubertiana
a partir de sementes é de aproximadamente 230 dias.

A producdo de brotos de Vellozia pyrantha é satisfatoria em meio MS com metade
das concentracdes salinas suplementado com 4,44uM de BAP em periodo de 60 dias. E
necessaria a continuagdo desse trabalho para a obtengcdo de um protocolo completo de

micropropagacdo de candomba.
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