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RESUMO

Os bioestimulantes a base de macroalgas marinhas sdo amplamente empregados no cultivo
vegetal, e o extrato da macroalga parda Ascophyllum nodosum (ANE) é um dos mais
utilizados no comércio agricola internacional, por apresentar diversos beneficios para as
plantas. O ANE ¢ indicado como otimizador do cultivo in vitro, sendo este o primeiro relato
da sua aplicagédo em plantas ornamentais da Chapada Diamantina-BA, as quais carecem de
estudos que promovam a sua propagacdo e conservacdo. Este estudo tem como objetivo
avaliar a eficiéncia do extrato de A. nodosum na multiplicacdo e conservagédo in vitro de
Cattleya elongata, e na propagacdo in vitro de Comanthera mucugensis e Vellozia harleyi,
espécies presentes na Chapada Diamantina, com importancia para 0 mercado ornamental e na
composicao fitofisionbmica da regido. Para a andlise da conservacdo e multiplicacdo de C.
elongata foram utilizadas cinco concentragdes do extrato durante 320 dias de cultivo, sendo
constatado um aumento significativo de 12x no ndmero de brotos e 100% de explantes
responsivos para brotagdo. Para o cultivo de C. mucugensis e V. harleyi, foram utilizadas
quatro concentracGes do extrato por 120 dias, obtendo-se aumento de 27% de sobrevivéncia
de C. mucugensis e promocdo do crescimento minimo, bem como aumento significativo do
nimero de raizes e comprimento radicular de V. harleyi. Portanto, o extrato de A. nodosum
viabiliza a conservacdo e influencia a multiplicagdo in vitro de C. elongata, apresenta
potencial uso na conservacao de C. mucugensis e no enraizamento invitro de V. harleyi.

PALAVRAS CHAVE: Cattleya elongata. Comanthera mucugensis. Vellozia harleyi.
Bioestimulantes. Crescimento minimo. Multiplicacéo in vitro.



ABSTRACT
The biostimulants based on seaweed are widely used in plant cultivation and the brown
seaweed extract Ascophyllum nodosum (ANE) and is most used in the international
agricultural trade because it has several benefits for plants. ANE is indicated as an optimizer
of in vitro cultivation, this being the first report of its application in ornamental plants from
Chapada Diamantina-BA, which need studies to promote their propagation and conservation.
In this way, this study it has as objective to evaluate the efficiency of the extract of A.
nodosum in the multiplication and conservation in vitro of Cattleya elongata and in the
propagation in vitro of Comanthera mucugensis and Vellozia harleyi, species present in the
Chapada Diamantina, with importance for the ornamental market and in the vegetation
profiles composition of the region. For the analysis of the conservation and multiplication of
C. elongata had been used five concentrations of the extract during 320 days of cultivation,
being evidenced a significant increase of 12x in the number of responsive explantes shoots
and 100% responsive explants for budding. For the cultivation of C. mucugensis and V.
harleyi had been used four concentrations of the extract per 120 days, getting itself increase of
27% survival of C. mucugensis and promotion of the minimum growth, as well as significant
increase of the number of roots and length to root of V. harleyi. Therefore, the extract of A.
nodosum is indicated for conservation of C. elongata and has potential use in the conservation
of C. mucugensis and in rooting in vitro of V. harleyi.

Keywords: Cattleya elongata. Comanthera mucugensis. Vellozia harleyi. Biostimulants.
Minimum growth. Propagation in vitro.
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INTRODUCAO GERAL
No Brasil, muitas regibes apresentam diversidade de recursos genéticos ainda pouco

conhecida, como a Cadeia do Espinhaco, considerada um centro de riqueza taxondmica de
plantas ornamentais microendémicas e raras (RAPINI et al., 2008). Dentre as ornamentais
dessa regido, as familias de monocotileddneas Orquidaceae, Eriocaulaceae e Velloziaceae
destacam-se por apresentarem espécies com alto endemismo e significativo potencial para a
floricultura (CRUZ; BORBA; VAN DEN BERG, 2003; GIULIETTI; PIRANI, 1988;
PEREIRA; BORBA; GIULIETTI, 2007).

Neste cendrio, as orquideas sdo relevantes para o mercado de flores, alcan¢ando 8% do
comércio internacional (CHUGH; GUHA; RAO, 2009). Em especial, o género Cattleya
Lindl. é conhecido por possuir espécies muito vistosas e apresentar grande importancia para
producdo de hibridos (OLIVEIRA et al.,, 2021). Dentre as espécies deste género, com
ocorréncia na Chapada Diamantina, localizada na Cadeia do Espinhaco, a Cattleya elongata
Barb. Rodr. (Figura 1) € caracterizada por desenvolver-se em afloramentos rochosos (CRUZ
et al., 2011) e possuir alto potencial para o comércio de ornamentais. Porém, a coleta
extrativista da espécie pode interferir na sua populacdo natural (OLIVEIRA et al., 2021),

sendo necessario o desenvolvimento de métodos para sua propagagdo e conservagao.

4 . V) ¢
. - e
= f

Figura 1- Cattleya elongata Barb. Rodr. Fonte: Santos, F. 2019.

Além das orquideas, a familia Eriocaulaceae é encontrada predominantemente na
Cadeia do Espinhaco, seu principal centro de diversidade, onde abriga mais de 60% dos seus
géneros, sendo 85% das espécies microendémicas (COSTA; TROVO; SANO, 2008). Embora

ocorra principalmente em areas de solo arenoso e pedregoso da Serra Mineira e da Chapada
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Diamantina- BA, a familia também tem ocorréncia no Cerrado e no Bioma Amazodnico
(GIULIETTI; PIRANI, 1988).

Destaca-se para familia o género Comanthera (basiénimo- Syngonanthus), em que
espécies microendémicas sdo popularmente denominadas de “sempre vivas”, devido a

conservacdo da inflorescéncia apos secagem (GIULIETTI et al., 1996). A espécie

Comanthera mucugensis (Giul.) L.R. Parra e Giul. (Figura 2), endémica do municipio de
Mucugé, na Chapada Diamantina (PEREIRA; BORBA; GIULIETTI, 2007), é considerada a
“sempre viva” sob maior impacto do extrativismo da Bahia, com alto valor de mercado
(COSTA; TROVO; SANO, 2008), sendo inserida na lista de espécies ameacadas de extingo
(MMA, 2008) e classificada como “em perigo” pelo Livro Vermelho da Flora do Brasil
(MARTINELLI; MORAES, 2013).

1 X A - - i
" R ' oy, | § ool

Figura 2. Comanthera mucugensis (Giul.) L.R. Parra e Giul. Vista inferior do capitulo (A).
Buqué (B). Fonte: Pataro, L., 2010 (A), CD CHAPADA (B).

A familia Velloziaceae é componente importante para a fitofisionomia da Cadeia do
Espinhaco, local considerado como seu principal centro de diversidade (QUEIROZ, 2006),
onde pode ser encontrada cerca de 70% de sua populagdo (GIULIETTI; PIRANI, 1988). A
espécie Vellozia harleyi Seub. (Figura 3) apresenta flores vistosas, com floracdo sub-anual e
de periodo longo (NEVES. 2009), que confere atributos para aplicagdo no mercado de
ornamentais. Porém, os relatos na literatura restringem-se a fenologia da floragdo (NEVES,
2009), sendo indispensavel o desenvolvimento de estudos para avaliar a fisiologia e

estabelecer estratégias de propagacdo da espécie.
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Figura 3. Vellozia harleyi Seub. Vista superior da flor (A). Habito (B). Fonte: Neves,
2009.

Nesse contexto, a cultura de tecidos apresenta-se como eficiente mecanismo tanto para a
conservacgao ex situ como para a producdo de plantas em escala comercial, por meio da
micropropagacdo (ALVIM etal, 2020; DUCLERCQ etal., 2011).

A conservacdo in vitro € uma importante técnica para espécies ameacadas, pois garante
maior protecdo contra alteracGes ambientais e mantém a integridade genética. A manutencéo
das plantas in vitro é facilitada por meio da redugdo do crescimento vegetal. O crescimento
minimo in vitro resulta da reducdo do metabolismo vegetal, que é obtida por meio da atuacao
de retardantes de crescimento, agentes osmoticos ou alteragfes nas condigcdes de cultivo
(AZIZ; AL-TAWEEL, 2019; SILVA et al., 2019).

Ja a micropropagacdo é composta por quatro fases categorizadas em: estabelecimento,
multiplicacdo, enraizamento e aclimatizagdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Na
fase do estabelecimento, os explantes sdo desinfestados e inseridos em meios de cultura para
crescimento inicial. Na multiplicacdo ocorre a formacgdo de novos individuos em decorréncia
da totipotencialidade da célula do explante. Nesse processo, € comum a utilizacdo de
reguladores vegetais para potencializar a morfogénese, que pode ocorrer via embriogénese
somatica ou organogénese.

Na embriogénese somatica, células formam embrides somaticos bipolares, com polos
radicular e aéreo, semelhante aos embrides zigéticos (KUMAR; REDDY, 2011,
ZIMMERMANNN, 2010). Enquanto na organogénese ocorre a formacdo de uma estrutura
unipolar, seja primoérdio caulinar ou radicular (KUMAR; REDDY, 2011.; LEMOS, 2010).
Essas duas vias podem ocorrer diretamente pelo explante, ou indiretamente, pela formagéo de
uma massa celular desdiferenciada, chamada de calo, antes do estabelecimento das células
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competentes (ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA, 2018; XU; HUANG,
2014).

A fase de enraizamento consiste na formacéo de raizes nos brotos regenerados durante a
fase de multiplicagdo, por meio de agentes promotores, comumente auxinas. Essa etapa é
fundamental para a sobrevivéncia das microplantas durante a aclimatizacdo, que é
caracterizada pela adaptacdo ao ambiente ex vitro, a partir da regulacdo de fatores que podem
interferir na sua sobrevivéncia (HEINTZE etal., 2018; RABAIOLLI etal., 2017).

A micropropagacdo possui grande influéncia no mercado agricola, sendo responsavel
pelo fomento de bilhdes de ddlares nos continentes asiatico, europeu e americano
(BARRUETO CID, 2010). No setor floristico, a propagacdo in vitro é empregada como
alternativa eficaz de producéo, visto que o méetodo convencional ndo é suficiente para suprir
as demandas (KULUS, 2016), e possibilita o desenvolvimento de plantas ornamentais livres
de pragas, com maior estabilidade genética e maior diversificacdo para fins comerciais (LIMA
etal., 2012; SILVA etal., 2018).

A propagacédo in vitro é indicada como um mecanismo eficiente para a produgdo de
mudas de espécies ornamentais da Chapada Diamantina, que possuem um significativo valor
de mercado. Em estudos in vitro realizados com C. elongata, Viana (2013) sugeriu a dispensa
de reguladores para a formacdo de brotos, o que diminui a probabilidade de variacdo
somaclonal e reducdo nos custos para a producdo de mudas micropropagadas. O autor
também relatou a eficiéncia do meio alternativo contendo aditivos organicos como polpas de
banana, tomate, mamdo, e agua de coco, para o cultivo in vitro da espécie. Oliveira et al.
(2021) avaliaram o desenvolvimento in vitro de C. elongata e estabeleceram o meio MS%2
como o mais favoravel para o seu crescimento, porém, com baixa taxa de multiplicacdo in
vitro (1,3 brotos/planta). Assim, torna-se necessario a avaliagdo de diferentes suplementagdes
ao meio de cultura que favorecam a multiplicacdo da espécie com maior eficiéncia.

Nos ultimos dez anos, estudos in vitro sobre C. mucugensis relataram a atuacdo de
agentes osmaticos, temperatura e reguladores vegetais na conservacdo da espécie (LIMA-
BRITO et al., 2011a; LIMA-BRITO et al. 2015), bem como avaliaram sua micropropagacéo,
por meio da analise da germinacgéo e crescimento inicial in vitro (LIMA, 2020), capacidade
organogénica (LIMA-BRITO et al. 2011b; ALBUQUERQUE, 2013), indugdo de calos com
potencial embriogénico (GURGEL, 2017), rustificacdo e aclimatizacdo de microplantas
(LIMA-BRITO et al.,, 2016; PEREIRA et al., 2017). Recentemente, Lima, Lima-Brito e
Santana (2021) sinalizaram a necessidade de novos estudos para aprimorar a producdo de

mudas in vitro de C. mucugensis.
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O género Vellozia aparece em estudos in vitro desenvolvidos por Freitas-Neto (2009),
que avaliou a micropropagacéo de Vellozia flavicans Mart. ex Schult f., e Borges et al. (2020),
que estimularam a producdo de brotos de Vellozia pyrantha A. A. Conc. utilizando o fogo
como ferramenta para multiplicacéo in vitro. Porém, ainda ndo ha pesquisas que descrevem a
propagacdo de V. harleyi, sendo este o primeiro estudo utilizando a técnica da cultura de
tecidos para o cultivo dessa espécie.

Carmo, Moura e Lima-Brito (2020) utilizaram extrato de macroalgas marinhas para o
cultivo in vitro de C. mucugensis, e obtiveram aumento na taxa proliferativa e reducdo do
crescimento. Porém, os autores observaram queda na porcentagem de sobrevivéncia devido a
condicdo de estresse osmotico ocasionada pela suplementacdo do meio com o extrato. Deste
modo, torna-se necessario avaliar as melhores concentracdes e mecanismos de atuacdo de
diferentes extratos de macroalgas marinhas em culturas in vitro.

O uso de extratos de macroalgas marinhas tem destaque no cultivo in vitro de plantas
devido aos seus diversos beneficios (CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2021). O extrato da
macroalga parda Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis (ANE) é indicado como de grande
importancia para o mercado agricola internacional (HURTADO et al., 2009). Predominante
em &guas marinhas do hemisfério norte, A. nodosum é rica em manitol, alginato,
poliuronideos e nutrientes (BATTACHARYYA et al.,, 2015; KHAN et al.,, 2009) e ¢é
considerada a alga mais pesquisada para fins agricolas por promover aumentos importantes na
produtividade e proporcionar diferentes beneficios para os cultivos (SHUKLA etal., 2019).

Ha diversos relatos na literatura que abordam a eficiéncia de ANE no cultivo vegetal,
dentre eles: aumento da produtividade (IGNA; MARCHIORO, 2010), maior crescimento
vegetal sob estresse hidrico e salino (ELANSARY et al., 2017; XU; LESKOVAR, 2015),
producdo de frutos e biomassa (ALI et al., 2015), maior vigor de sementes (CARVALHO et
al., 2013), aumento do numero de folhas, teor de proteinas e clorofila (HIDANGMAYUM;
SHARMA, 2017), e potencializacdo do teor de antocianinas (FRIONI etal., 2018).

Apesar de ser preferencialmente utilizado em casa de vegetacdo, estudos indicam o
extrato da macroalga A. nodosum como eficiente bioestimulante no cultivo in vitro de plantas.
Em trabalhos realizados com a espécie Arabidopsis thaliana, o uso de ANE potencializou a
sintese de fito-horménios (WALLY et al., 2013), favorecendo o crescimento da parte aérea e
radicular da espécie (RAYORATH et al. 2008). Além disso, o extrato foi reportado como
indutor de brotacdo in vitro de Capparis decidua (Forsk) Edgew (AHLAWAT et al., 2021) e

na estimulagdo da atividade antioxidante de Spinacia oleracea L. (FAN etal., 2013).
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Os resultados relatados indicam que o extrato de A. nodosum é um eficiente
bioestimulante e apresenta potencial uso no cultivo in vitro, sendo necessario o0
desenvolvimento de novas pesquisas, a fim de avaliar sua atuacdo em diferentes espécies
vegetais, e suas atribuicdes fisiologicas no desenvolvimento das mudas in vitro. Este é o
primeiro relato da aplicacdo desse bioestimulante em plantas ornamentais da Chapada
Diamantina-BA, as quais carecem de estudos que promovam a sua propagacao e conservacao.
Nesse contexto, esse trabalho objetivou avaliar a utilizagdo do extrato de A. nodosum na
conservacdo in vitro de C. elongata (Capitulo 1), e no cultivo in vitro das espécies C.

mucugensis e V. harley (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

EXTRATO DE Ascophyllum nodosum PROMOVE CONSERVACAO E
MULTIPLICACAO IN VITRO DE Cattleya elongata, ORQUIDEA ENDEMICA DA
CHAPADA DIAMANTINA- BA
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RESUMO
Cattleya elongata € uma orquidea endémica da Chapada Diamantina que possui elevado
potencial ornamental. Porém, devido a coleta extrativista e a reducdo das populacfes naturais,
torna-se necessario desenvolver e potencializar mecanismos para sua conservacdo e
propagacdo. Nesse contexto, a cultura de tecidos vegetais pode ser uma alternativa para a
producdo em escala comercial e conservacao ex situ da espécie. A suplementacdo do meio de
cultura com bioestimulantes vegetais, como o extrato da macroalga Ascophyllum nodosum,
apresenta-se como possivel otimizador desses processos. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar o uso do extrato de A. nodosum na conservagéo e multiplicacdo in vitro de C.
elongata, sendo o primeiro estudo que avalia o efeito de A. nodosum na cultura in vitro de
orquideas. As microplantas foram cultivadas em meio MSY% suplementado com cinco
concentracdes do extrato (0,0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 g L™). Apds 320 dias, foram analisados:
percentual de sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, nimero de folhas verdes e
senescentes, massa seca total dos explantes, numero de brotos por planta e porcentagem de
plantas com brotos. O extrato induziu o crescimento minimo da espécie, no entanto, em altas
concentragdes, causou um declinio na sobrevivéncia das plantas. Em baixas concentraces,
apresentou eficiéncia significativa na multiplicacdo in vitro, com aumento de 12x no numero
de brotos e 100% de explantes responsivos para brotacdo. Portanto, o extrato de A. nodosum
viabiliza a conservagdo in vitro de C. elongata e influencia consideravelmente a sua

multiplicagdo in vitro.

Palavras-chave: Macroalga marinha. Crescimento minimo. Organogénese. Ornamentais.
Cattleya elongata.
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ABSTRACT
Cattleya elongata is an endemic orchid from Chapada Diamantina that has huge decorative
potential. Due to extractivism and reduction of natural population, it is necessary to develop
and potentialize mechanisms to its conservation and propagation. Plant tissue culture could be
an alternative for production in commercial scale and ex situ conservation of this species. The
supplementation of the culture medium with vegetal bio stimulators, such as the macroalgae
Ascophyllum nodosum, observed as the possible optimizer of those processes. Thus, this work
aimed at evaluating the usage of the A. nodosum extract in the conservation and in vitro
multiplication of C. elongata. The microplants were raised in MS% medium, supplemented
with five concentrations of the extract (0,0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 g L™). 320 days later, the
survival percentage, aerial parts height, number of green and senescent leaves, total dry mass
of the explants, number of sprouts per plant and percentage of plants with sprouts were
analyzed. The extract led to a minimum growth of the species, however, in high
concentrations, it caused a decrease in the survival of the plants. In low concentrations, it
presented significant efficiency in vitro propagation, having approximately 12x in the number
shoots and 100% responsive explants for shoots, in comparison with the control. In
conclusion, the A. nodosum extract makes viable the in vitro conservation of C. elongata and
considerably influences it’s in vitro multiplication. This is the first study that evaluates the A.

nodosum effects on an in vitro orchid culture.

Keywords: Ascophyllum nodosum. Minimal growth. Organogenesis. Ornamental. Cattleya
elongata.
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INTRODUCAO

Cattleya elongata Barb. Rodr. é endémica e abundante na Chapada Diamantina
(CONCEICAO; GIULIETTI; MEIRELLES., 2007) com elevado valor ornamental. Porém,
devido a constante retirada de suas populacdes nos locais de ocorréncia (CRUZ et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2021), ¢é indicada como ameacada na Convention on International Trade in
Endangered Species of wild Fauna and Flora (CITES, 2017), o que torna necessario o
desenvolvimento de métodos para a sua multiplicacéo e conservagao.

A cultura de tecidos é uma alternativa viavel para a producdo e multiplicacao de plantas
ameacadas, e apresenta excelentes beneficios para a conservacao in vitro, devido a otimizacgéo
do espaco fisico e maior protecdo contra acdes ambientais. O mecanismo da conservagado in
vitro ocorre por meio da reducdo do metabolismo vegetal, que pode ser obtida por alteracGes
no ambiente ou no meio de cultura, com a adicdo de agentes osmaticos ou de retardantes do
crescimento (AZIZ; AL-TAWEEL, 2019; KAMINSKA et al., 2016; SILVA etal., 2019).

O estudo conduzido por Oliveira et al. (2021) demonstrou que a propagacao in vitro é
uma alternativa para producdo de mudas de C. elongata. Os autores inferem que a espécie se
desenvolve melhor quando submetida ao meio Murashige e Skoog (MURASHIGE; SKOOG,
1962) com metade das concentracdes salinas (MSY%2). Porém, as melhores taxas de brotacdo
obtidas foram de apenas 1,2 e 1,3 brotos/planta, sendo necessario otimizar o protocolo de
multiplicacdo in vitro da espécie.

Nesse sentido, o0 uso de bioestimulantes derivados de macroalgas tem sido adicionado
ao meio de cultura a fim de promover a propagacao in vitro (CARMO; MOURA; LIMA-
BRITO, 2020; DE ARAUJO AMATUZZI et al., 2020). Os efeitos estimulatorios devem-se
aos nutrientes, fito-hormonios, vitaminas, aminoacidos, polissacarideos, betaina e compostos
fendlicos que sdo constituintes comuns em algas e que promovem melhorias nos mecanismos
fisioldgicos das culturas vegetais (BATTACHARYYA et al., 2015). No cultivo de orquideas,
estudos demonstraram a eficiéncia de extratos de algas para a multiplicacdo in vitro das
espécies Cattleya labiata Lindl. (CORBELLINI et al., 2020) e Epidendrum secundum Jacg.
(DE ARAUJO AMATUZZI et al., 2020) e para o crescimento in vitro de Vanda
tricolor Lindl. (ADIGUNA; DWIATI; KAMSINAH, 2018).

Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis é uma macroalga marinha parda e um dos
bioestimulantes mais utilizados no comércio agricola internacional. O extrato de A. nodusum
(ANE) possui a capacidade de potencializar a sintese de fito-hormonios e favorecer o aumento
de proteinas (HIDANGMAYUM; SHARMA, 2017; WALLY et al., 2013). Estudos in vitro
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indicaram a eficiéncia de ANE na potencializacdo da producdo enddgena de citocininas,
promocdo de maior toleréncia ao estresse térmico e atividade antioxidante (FAN et al., 2013;
RAYIRATH et al., 2009; WALLY et al. 2013). Recentemente, foi demonstrado que o extrato
aumentou o crescimento in vitro e a producdo de brotos de Capparis decidua (Forsk) Edgew
(AHLAWAT et al., 2021). Porém, o efeito de ANE como bioestimulante esta condicionado a
concentracdo utilizada, podendo limitar as caracteristicas morfoldgicas quando em
abundancia (HIDANGMAYUM; SHAMA, 2017). Portanto, € necessario avaliar o
desempenho do extrato em diferentes concentracbes e espécies vegetais (WALLY et al.
2013).

A partir da necessidade de conservar e propagar a orquidea C. elongata e o potencial
uso de ANE no cultivo vegetal, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito do extrato na
conservagdo e multiplicagdo in vitro dessa espéecie. Esse é o primeiro relato dos efeitos de

ANE no cultivo in vitro de orquideas.

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato Ascophyllum nodosum

Inicialmente, o extrato comercial Acadian® da macroalga parda A. nodosum foi
submetido a secagem em estufa (60°C) por 24h, e macerado com auxilio de almofariz e
pistilo. O extrato seco foi pesado em balanca de precisdo e diluido em agua aquecida antes da

sua adicdo ao meio de cultura.

Cultivo invitro de Cattleya elongata

As microplantas de C. elongata, utilizadas como explantes, foram pré-estabelecidas de
sementes germinadas em meio MS¥ acrescido de 6 g L™ de agar, 15 g L™ de sacarose e 2 g L~
! de carvdo ativado. Ap6s 120 dias de cultivo, as microplantas com 0,5 + 0,1 cm de
comprimento foram transferidas para tubos contendo 15 m L de meio MS¥%2 acrescido de 6 g
L™ de 4gar e 15 g L™ de sacarose, suplementado com cinco concentracdes de ANE (0,0; 0,1;
05;1,0e20gL™.

Apos 320 dias, as plantas foram submetidas & avaliagdo da porcentagem de
sobrevivéncia, comprimento da parte aérea (cm), numeros de folhas verdes e senescentes e
massa seca total (mg). Também foram analisados o numero de brotos por planta e a

porcentagem de plantas com brotos.

Condicdes de cultivo
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O cultivo foi conduzido em sala de crescimento com fotoperiodo de 14 h/luz,
temperatura de 25 + 3° C e radiacéo fotossintética ativa de 60 pm.m™s™. Apés ajuste do pH

para 5,7, o meio foi autoclavado por 15 min a 121 °C.

Delineamento e Anélise Estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticbes de quatro amostras por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) utilizando o software R (R CORE TEAM, 2018), e as médias foram

analisadas por regressdo ou comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 320 dias, observou-se que a utilizacdo de 0,1 g L™ de ANE promoveu 100% de
sobrevivéncia das microplantas in vitro, semelhante ao controle. Porém, os dados
demonstraram que houve uma reducdo linear decrescente da sobrevivéncia em resposta ao

aumento da concentragdo do extrato no meio de cultura (Figura 1).
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Figura 1 - Porcentagem de sobrevivéncia de microplantas de Cattleya elongata, aos 320 dias de cultivo in vitro
em diferentes concentragGes do extrato de Ascophyllumnodosum.

O aumento da concentracdo de ANE afetou proporcionalmente o declinio da
sobrevivéncia in vitro de C. elongata. Essa queda da sobrevivéncia em resposta ao aumento
da concentragdo foi demonstrada na aplicacdo de manitol, polietilenoglicol (PEG) e &cido
abscisico na conservagdo in vitro de Vanilla planifolia Jacks. (BELLO-BELLO; GARCIA-
GARCIA; IGLESIAS-ANDREU, 2015), resultados semelhantes também foram obtidos por

Ramirez-Mosqueda et al. (2019), que indicaram que altas concentragdes do osmorregulador
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PEG causam reducdo da sobrevivéncia in vitro de Laelia anceps Lindl. por promover maior
estresse osmotico.

A suplementacdo do meio com ANE também influenciou todas as varidveis de
crescimento in vitro de C. elongata. O extrato promoveu redu¢do do comprimento da parte
aérea e da massa seca total, agindo como retardante do crescimento in vitro de C. elongata

(Figura 2), 0 que sugere o seu potencial uso para a conservacao in vitro de plantas.
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Figura 2 - Efeito do extrato de Ascophyllum nodosum no comprimento da parte aérea (A) e massa seca de
Cattleya elongata (B), ap6s 320 dias de cultivo in vitro. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

A reducdo do potencial osmético do meio, decorrente do aumento da concentracdo de
soluto, limitou a expansdo celular dos tecidos vegetais, e, como consequéncia, houve a

reducdo do crescimento e declinio da sobrevivéncia de C. elongata. Resultado semelhante foi
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reportado por Carmo, Moura, Lima-Brito (2020) que demonstraram a diminuicdo da
sobrevivéncia e do crescimento in vitro de Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra &
Giul. em meio suplementado com altas concentragbes do extrato da macroalga Agardhiella
subulata (C. Agardh) Kraft & M. J. Wynne. Isso refor¢a a hipotese de que o extrato, em altas
concentracOes, apresenta funcdo de agente osmotico no meio, induzindo um efeito inibitorio
sobre o crescimento das plantas.

A atuacdo da macroalga A. nodosum na conservacdo in vitro de C. elongata esta
diretamente relacionada & concentragdo do extrato no meio de cultivo. I1sso ocorre porque essa
orquidea é adaptada a solos com poucos nutrientes (OLIVEIRA et al., 2021), e a composi¢édo
do extrato tem abundante teor nutricional, carboidratos e proteinas (SHARMA et al., 2013;
SUBRAMANIAN et al., 2011), o que pode promover estresse osmatico e salino para a planta,
quando em alta concentragdo, e limitar suas caracteristicas morfolégicas CARMO; MOURA,;
LIMA-BRITO, 2020; HIDANGMAYUM; SHAMA, 2017). A reducdo do potencial osmotico
do meio, decorrente do aumento da concentracdo de soluto, limitou a expansdo celular dos
tecidos vegetais, e, como consequéncia, houve a reducdo do crescimento e declinio da
sobrevivéncia de C. elongata.

A suplementacdo com baixas concentracbes de ANE favoreceu o desenvolvimento
foliar. Os dados obtidos para numeros de folhas verdes e senescentes apresentaram
comportamento quadratico em funcdo da concentracdo do extrato. Foi apresentado uma
tendéncia decrescente ap6s ponto de méxima de 6,3 folhas verdes com uso de 0,1 g L™ de
ANE, e uma reducdo da senescéncia foliar, obtendo o ponto minimo de 2,2 folhas

senescentes, na dosagem de 0,62 g L™ do extrato (Figura 3).
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Figura 3 - Influéncia de diferentes concentra¢Bes do extrato de Ascophyllum nodosum no nimero de folhas
verdes (A) e no nimero de folhas senescentes de Cattleya elongata (B), aos 320 dias de cultivo in vitro.

O melhor desenvolvimento foliar de C. elongata, observado com a suplementacdo do
meio com ANE, corroboram estudos realizados com outras orquideas in vitro, nos quais
utilizou-se suplementos orgéanicos ao meio de cultura. Aradjo et al. (2006) obtiveram 8,36
folhas verdes/plantula, a partir da adicdo de 100 mL™ de agua de coco no cultivo in vitro de
plantulas hibridas Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’. Do mesmo modo,
o acréscimo de 50 mg L™ do extrato da macroalga vermelha Kappaphycus alvarezii (Doty)
Doty ex P.C. Silva no meio de cultivo, favoreceu o desenvolvimento foliar e radicular em E.
secundum, uma orquidea nativa da Mata Atlantica (DE ARAUJO AMATUZZI et al. 2020).

O extrato de A. nodosum, em baixa concentracdo (0,1 g L™), apresenta potencial uso
para a conservagao in vitro de C. elongata, visto que ndo interfere na sobrevivéncia in vitro,
reduz o crescimento da parte aérea e promove maior nimero de folhas verdes, podendo ser
aplicado como alternativa ao uso de osmorreguladores e inibidores de crescimento de alto
custo. A avaliacdo da conservacdo in vitro de C. elongata foi aos 320 dias de cultivo e a
suplementacéo com 0,1 g L™ de ANE promoveu 100% de sobrevivéncia.

O ANE influenciou significativamente a multiplicacéo in vitro de C. elongata, com o
aumento de 0,6 brotos/planta (controle) para 7,3 brotos/planta (0,1 g L™ do extrato), o que
representa um aumento significativo de, aproximadamente, 12x na taxa de multiplicacéo in
vitro da espécie (Figura 4A). A concentracio de 0,1 g L™ do extrato promoveu a maior média
para nimero de brotos por planta, ndo diferindo apenas do tratamento com 0,5 g L™
Resultado similar foi obtido quanto a porcentagem de explantes com brotos, em que 0s
tratamentos com 0,1 e 0,5 g L™ de ANE obtiveram 100% e 73%, respectivamente, diferindo

do controle (30%) e da maior concentracdo utilizada (25%) (Figura 4B).
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diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Tratamentos suplementados com 0,1 e 0,5 g L™ do extrato obtiveram média de 7,3 e 4,9
brotos/planta, respectivamente. Esses resultados representam um aumento de até 560% de
brotos, quando comparados aos numeros apresentados por Oliveira et al. (2021), que, apds
270 dias de cultivo, obtiveram apenas 1,3 brotos/planta em meio Vacin e Went (VACIN;
WENT, 1949), o que confirma a hipétese de que o extrato de A. nodosum aumenta

consideravelmente a producéo in vitro de mudas de C. elongata (Figura 5).

A C D E
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Figura 5 - Cultivo in vitro de Cattleya elongata em diferentes concentragcBes do extrato de Ascophyllum
nodosum: Controle (A); 0,1 g L™ (B); 0,5 g L™ (C); 1,0 g L™ (D); 2,0 g L™ (E). Bar: 01 cm. Setas indicam
brota¢Ges in vitro.

Estudos anteriores também reportaram que o uso de algas favorece a multiplicacdo in
vitro de orquideas. Por exemplo, Corbellini et al. (2020) evidenciaram que o extrato da
microalga Messastrum gracile (Reinsch) T.S. Garcia é um substituto alternativo organico ao
regulador sintético 6-benzilaminopurina (BAP) no cultivo in vitro de C. labiata. Além disso,
De Aradjo Amatuzzi et al. (2020) conseguiram dobrar a producdo de brotos de E. secundum

utilizando o extrato da macroalga vermelha K. alvarezii.

Hé& evidencias que o extrato de ANE possui a capacidade de aumentar a concentracdo
total de citocininas, em particular, dos tipos trans— e cis- zeatina, nas plantas (KHAN et al.,
2011; SHUKLA etal., 2019; WALLY et al., 2013). Desse modo, o aumento de brotacbes de
C. elongata pode estar associado a estimulacdo da sintese enddgena de citocininas,
responsaveis pela produgdo de gemas axilares.

CONCLUSAO

O extrato de Ascophyllum nodosum atua como retardante de crescimento, favorecendo
a conservacao in vitro de Cattleya elongata, e estimula o aumento da taxa de multiplicacéo in

vitro da espécie.
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CAPITULO 2

EXTRATO DE Ascophyllum nodosum NO CULTIVO IN VITRO DE DUAS ESPECIES
ORNAMENTAIS DA CHAPADA DIAMANTINA-BA
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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais é indicada como eficiente mecanismo de produgdo de plantas
sujeitas ao extrativismo e de crescimento lento, como as plantas ornamentais da Chapada
Diamantina-BA, as quais carecem de pesquisas que promovam a sua propagacdo e
conservacdo. Diversos trabalhos apontam que a suplementacdo do meio de cultura com
bioestimulantes derivados de macroalgas pode aprimorar o cultivo in vitro de plantas.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de A. nodosum no cultivo
in vitro de C. mucugensis e V. harleyi. Para isso, foram analisados o efeito de quatro
concentraces do extrato (0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 g L™) em meio MS¥%, no cultivo de microplantas
estabelecidas in vitro. Apds 120 dias, foram avaliados a porcentagem de sobrevivéncia e o
crescimento das plantas. O extrato aumentou em 27% a sobrevivéncia de C. mucugensis e
promoveu a reducdo do crescimento, quando em alta concentracdo (1,0 gL™). Em V. harleyi,
0 extrato incrementou significativamente o crescimento radicular, o nimero de folhas verdes e
a massa seca total. Conclui-se que o extrato de A. nodosum apresenta potencial uso para

conservacao in vitro de C. mucugensis e promove 0 enraizamento in vitro de V. harleyi.

PALAVRAS CHAVE: Bioestimulante. Comanthera mucugensis. Vellozia harleyi.

Enraizamento. Crescimento in vitro.
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ABSTRACT

Plant tissue culture is indicated as an efficient mechanism for the production of plants subject
to extractivism and slow growth, such as ornamental plants from Chapada Diamantina- BA,
which need studies to promote their propagation and conservation. Several studies indicate
that the supplementation of the culture medium with biostimulants derived from seaweed can
improve the in vitro cultivation of plants. This study aims to evaluate the effect of A. nodosum
(ANE) extract on in vitro cultivation of Comanthera mucugensis and Vellozia harleyi. For
this, the effects of the four effects of the extract (0.0, 0.1, 0.5 and 1.0 g L™) in MS % medium,
in the cultivation of established microplants in vitro. After 120 days, the percentage of
survival and plant growth parameters were recorded. The extract increased by 27% the
survival of C. mucugensis and promoted the reduction of growth, when in high concentration
(1.0 g L™). In V. harleyi, the extract significantly increased root growth, number of green
leaves and total dry matter. It is concluded that the A. nodosum extract has potential use for in

vitro conservation of C. mucugensis and promotes the rooting of V. harleyi.

Keywords: Biostimulant. Comanthera mucugensis. Vellozia harleyi. Rooting. Growth in

vitro.
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INTRODUCAO

A Chapada Diamantina-Ba, por¢do norte da Cadeia do Espinhago, apresenta
caracteristicas fitofisiondbmicas e microcliméticas particulares, o que promove elevado indice
de endemismo de plantas (CRUZ et al., 2011; RAPINI et al., 2008).

Dentre as espécies encontradas na regido, Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra &
Giul (Eriocaulaceae), conhecida como sempre-viva de Mucugé, tem destaque no mercado de
flores secas e encontra-se ameacada devido a exploracdo exclusivamente extrativista e o alto
grau de endemismo (LIMA-BRITO etal., 2016; PEREIRA et al., 2017).

As espécies da familia Velloziaceae também apresentam grande importancia para a
manutencdo e descricdo fisiondmica da Chapada Diamantina, porém, estdo suscetiveis a perda
de habitat para a pecudria (CONCEICAO; GIULIETTI; MEIRELLES, 2007; KOLBEK;
ALVES, 2008). H& poucos relatos na literatura acerca dessas espécies, como a Vellozia
harleyi L.B.Sm. & Ayensu, 0 que torna necessario o desenvolvimento de pesquisas que
estabelecam métodos para a propagacdo e conservacdo desses recursos genéticos vegetais.

A técnica da cultura de tecidos vem sendo descrita na literatura como eficiente
mecanismo de producdo de plantas sujeitas ao extrativismo e de crescimento lento
(ESPINOSA-LEAL; PUENTE-GARZA; GARCIA-LARA, 2018; KULUS, 2016), porém,
ainda ndo ha relatos sobre a propagacéo de V. harleyi, sendo este o primeiro estudo de cultivo
in vitro da espécie. Enquanto para C. mucugensis, Lima, Lima-Brito e Santana (2021)
elencaram os estudos in vitro realizados com a espécie e concluiram que a técnica é eficiente
para a propagacao e conservagdo ex situ, entretanto, sugeriram que novas pesquisas sejam
realizadas no intuito de otimizar os protocolos estabelecidos.

Diversos estudos apontam que a suplementacdo do meio de cultura com bioestimulantes
derivados de macroalgas pode aprimorar o cultivo in vitro de plantas (CARMO; MOURA;
LIMA-BRITO, 2020; DE ARAUJO AMATUZZI et al., 2020). Esses bioestimulantes
favorecem diferentes respostas dependendo da concentracdo, do sistema de cultivo e da
especie (CARMO; MOURA; LIMA-BRITO et al., 2021), e sdo indicados na potencializagédo
do crescimento e desenvolvimento vegetal, como alternativa ao uso dos reagentes analiticos
convencionais (AHLAWAT etal., 2021).

O extrato obtido da macroalga parda Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis € amplamente
comercializado como promotor de crescimento para diversas especies vegetais (DI STASIO et
al., 2018; HIDANGMAYUM; SHARMA, 2017; MATTNER; MILINKOVIC; ARIOLI,
2018; POPESCU; POPESCU, 2014), e, em estudos in vitro, identificaram sua atuacdo na
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sintese e na atividade semelhante ao dos fito-horménios (KHAN et al., 2011; WALLY et al.
2013), no aumento do crescimento e promocao de brotos in vitro (AHLAWAT et al., 2021),
atividade antioxidante (FAN et al.,, 2013) e promocdo de maior tolerancia térmica
(RAYIRATH et al., 2009). Porém, ainda ndo foram investigados os efeitos desse extrato em
plantas da Chapada Diamantina.

Diante da necessidade de aprimorar e viabilizar a produgéo das plantas ornamentais da
Chapada Diamantina e avaliar a potencial aplicacdo do extrato de A. nodosum (ANE) nas
culturas in vitro, o presente estudo investigou os efeitos de ANE no cultivo in vitro das

espécies C. mucugensis e V. harleyi.

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato Ascophyllum nodosum (ANE)

O extrato comercial de Ascophyllum nodosum (Acadian®) foi submetido & secagem em
estufa a 60 °C, até a obtencdo do peso constante. Posteriormente, o extrato seco foi macerado
com auxilio de almofariz e pistilo. Para montagem do experimento, o extrato seco foi
previamente diluido em &gua destilada aquecida, a fim de facilitar sua solubilizacdo no meio

de cultura.

Cultivo invitro de Comanthera mucugensis

As sementes de C. mucugensis coletadas no Parque Municipal de Mucugé-Bahia
(12°59°83S; 42°20°91”W) foram utilizadas para o0 estabelecimento in vitro, sendo
desinfestadas e cultivadas em meio de cultura Murashige e Skoog (MURASHIGE; SKOOG,
1962) com metade da concentracdo salinas (MSY2), seguindo o protocolo de Lima-Brito et al.
(2011b). Apds 60 dias, as microplantas com 0,5 a 0,7 cm foram transferidas individualmente
para tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 m L™ de meio MSY2, suplementado com 15
g L™ de sacarose, 7 g L™ de 4gar e quatro concentracdes de ANE ( 0;0; 0,1;0,5; e 1,0 g L™).

Apbs 120 dias de cultivo, foi realizada a avaliacdo das seguintes varidveis: porcentagem
de sobrevivéncia, comprimento da parte aérea (cm), numero de folhas verdes e senescentes,
comprimento da maior raiz (cm), nimero de raizes, massa seca total (mg), porcentagem de

plantas com brotos e nUmero de brotos por planta.

Cultivo invitro de Vellozia harleyi

As sementes de V. harleyi, coletadas no municipio de Lencdis-Bahia (12°33'47"S;

41°23'24"W) foram utilizadas para o estabelecimento in vitro da cultura. As sementes foram
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desinfestadas e cultivadas em meio MSY%. Apos 60 dias, as microplantas com 0,7 a 1,0 cm
foram transferidas individualmente para tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 m L de
MSY, 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar (BORGES et al., 2020) e diferentes concentracdes
de ANE: 0 (controle); 0,1;0,5e1,0g L™

Apos 120 dias de cultivo, foi avaliado a porcentagem de sobrevivéncia, comprimento da
parte aérea (cm), numero de folhas verdes e senescentes, comprimento da maior raiz (cm),

numero de raizes e massa seca total (mg).

CondicOes gerais de cultivo

O cultivo foi conduzido em sala de crescimento com fotoperiodo de 14h/luz,
temperatura de 25 + 3 °C e radiacdo fotossintética ativa de 60 pm.m2.s™. Os meios de cultura

tiveram o pH ajustado para 5,7 e em seguida foram autoclavados por 15 min a 121 °C.

Delineamento experimental e Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto por seis repeticoes
de cinco amostras por tratamento para C. mucugensis, e cinco repeticdes de quatro amostras
para V. harleyi.

Os dados foram submetidos as analises de normalidade e homogeneidade, pelos testes
Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente, seguida pela analise de variancia (ANOVA), e as
médias foram analisadas por regressdo ou comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o software R (R CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cultivo in vitro de Comanthera mucugensis

O uso do extrato de Ascophyllum nodosum influenciou significativamente a
porcentagem de sobrevivéncia e comprimento da parte aérea em plantas de C. mucugensis
(Tabela 1). A suplementacdo do meio com o extrato na concentracdo 0,1 g L™ aumentou em
27% a porcentagem de sobrevivéncia das plantas em comparacdo com o controle. A
concentracdo mais elevada de ANE (1,0 g L™) reduziu o crescimento da parte aérea, quando

comparada ao controle, ndo diferindo das demais concentrag¢Oes utilizadas.

Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia (S%) e variaveis de crescimento de Comanthera
mucugensis, apés 120 dias de cultivo in vitro, em meios de cultura MSY2 suplementados com
extrato de Ascophyllum nodosum (ANE).
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Parte aérea  Folhas Folhas NUmero ~ Comprimento da Massa seca Plantas com
ANE S%

0 (cm) verdes senescentes de raiz maior raiz (cm) total (mg) brotos (%)
Auséncia  46b 2,33a 25,47a 5,73a 3,55a 2,33a 4la 25a
0lg |_’1 73a 2,03ab 24,24a 6,78a 3,47a 2,40a 34a 54a
059 |_’1 66ab 2,03ab 22,32a 7,76a 34a 1,89a 33a 5la
10g |_'1 70ab 1,91b 22,40a 7,11a 3,38a 2,35a 29a 29a
CV.(%) 256 12 10,6 239 30 28,01 22,5 64,5

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

De acordo com Shukla et al. (2019), o uso de ANE favorece o crescimento vegetal
devido ao aumento da absorcéo de nutrientes disponibilizados. Entretanto, no presente estudo,
foi verificado que menores concentracfes do extrato nao interferem no crescimento in vitro,
porém, as concentracbes mais elevadas reduziram o crescimento da parte aérea de C.
mucugensis. 1sso ocorre porque 0 extrato pode apresentar um efeito inibitorio sobre o
crescimento, resultante da diminui¢do do potencial osmotico do meio de cultura, uma vez que
0 ANE ¢é rico em macro e micronutrientes e polissacarideos (CARMO; MOURA; LIMA-
BRITO, 2020).

O desempenho do extrato de A. nodosum no cultivo in vitro de C. mucugensis €
promissor para a conservacgdo in vitro da espécie, visto que a suplementacdo do meio com o
extrato induziu o crescimento minimo da parte aérea e significativo aumento da porcentagem
de sobrevivéncia, sem afetar o desenvolvimento foliar e radicular. Os dados obtidos
demonstraram que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos testados para as
variaveis numero de folhas verdes e senescentes, nimero de raizes, comprimento da maior
raiz e massa seca total (Tabela 1).

A reducdo do crescimento in vitro de C. mucugensis foi inicialmente demonstrada em
estudos desenvolvidos por Lima-Brito et al. (2011a; 2015) que relataram menor crescimento
da espécie em meios suplementados com o0s retardantes de crescimento ancimidol e
paclobutrazol, e alta concentragdo de sacarose como agente osmético no meio de cultivo.
Posteriormente, Carmo, Moura e Lima-Brito (2020) observaram a diminui¢do do crescimento
in vitro de C. mucugensis em meio suplementado com altas concentracbes do extrato da
macroalga vermelha Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft & M.J.Wynne, porém houve

baixa porcentagem de sobrevivéncia das plantas.
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A diferenca da atuacéo dos extratos de A. nodosum e A. subulata no cultivo in vitro de
C. mucugensis esta relacionada a influéncia do tipo de macroalga na composi¢do quimica e
propriedades fisico-quimicas dos extratos. As concentragBes de minerais, polissacarideos,
proteinas e fito-horménios diferem entre os grupos de macroalgas e resulta em extratos com
diferentes perfis e concentracfes (CARMO; MOURA,; LIMA-BRITO, 2021). Dessa forma, 0s
extratos de macroalgas distintas, em mesma concentracdo, podem promover diferentes efeitos
no crescimento das plantas.

Na cultura de tecidos, esses extratos podem ser considerados importantes aliados para
conservacgao in vitro de plantas, pois sd0 menos custosos em comparacdo aos agentes
osmaticos e retardantes de crescimento comumente utilizados no cultivo in vitro, resultando
em um meio de cultura menos dispendioso e mais acessivel.

A suplementagdo com o extrato de A. nodosum nao teve efeito positivo na multiplicagéo
in vitro de C. mucugensis, pois ndo promoveu aumento na porcentagem de plantas com brotos
(Tabela 1), e causou um declinio significativo no numero de brota¢des (Figura 1). Entretanto,
estudo conduzido com Cattleya elongata Barb. Rodr. (Orchidaceae) em meio suplementado
com 0,1 g L™ de ANE, resultou em 100% de explantes com brotos (Capitulo 1). De forma
similar, no cultivo in vitro de Capparis decidua (Forsk) Edgew foi obtido aumento de 93% de
brotacdes em meio suplementado com A. nodosum (AHLAWAT et al., 2021). Isso indica que
cada cultura responde diferentemente a presenca de ANE, sendo necessaria a analise de sua
atuacdo em diferentes espécies in vitro.

O uso de ANE promoveu uma reducdo linear decrescente no nimero de brotos, em
resposta ao aumento da concentracdo do extrato no meio de cultura (Figura 1). Em contraste,
no cultivo in vitro de C. elongata (capitulo 1) foi obtido um aumento de até 12x no nimero de
brotos, com a suplementacdo do meio com ANE, sendo esse aumento atribuido a atuacdo do

extrato na sintese de citocininas.
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Figura 1. Ndmero de brotos de Comanthera mucugensis, em meios suplementados com diferentes concentracfes
do extrato de Ascophyllum nodosum, apds 120 dias de cultivo.

Os resultados obtidos com ANE no cultivo de C. mucugensis, neste estudo, diferem dos
obtidos por Carmo, Moura e Lima-Brito (2020), com o uso de 3 g L™ do extrato de A.
subulata no cultivo da mesma espécie. Os autores observaram um aumento significativo no
namero de brotagBes em relagdo ao controle, com uma média de 8,3 brotos por explante.

A eficiéncia dos extratos de algas marinhas como bioestimulante in vitro foi relatada
por Vinhoto, Gurusaravanan e Jayabalan (2013) no desenvolvimento de embriGes somaticos
de Lycopersicon esculentum L. Ademais, Ahlawat et al. (2021) obtiveram 100% de brotacGes
e média de 8 brotos/planta no cultivo in vitro de C. decidua em meio suplementado com 100
ul de ANE, acrescido de 1 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) e 1 mg L™ de &cido
naftalenoacético (ANA), o que sugere a realizacdo de novos estudos para investigar a
combinacéo entre o extrato de A. nodosum e reguladores de crescimento, no aprimoramento

da propagacao in vitro de C. mucugensis.
Cultivo invitro de Vellozia harleyi

Os altos indices de sobrevivéncia obtidos para V. harleyi, variando de 90% a 100%,
demonstram a eficiéncia do cultivo in vitro para a espécie. No controle e no tratamento com a
menor concentragdo de ANE observou-se 100% de sobrevivéncia, com um declinio desse
percentual com o aumento da concentracdo do extrato, representada por uma regressdo linear

decrescente significativa (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de sobrevivéncia in vitro de Vellozia harleyi, aos 120 dias de cultivo, em diferentes
concentracdes do extrato de Ascophyllumnodosum.

Resultados similares foram obtidos na suplementacdo do meio de cultivo de C.
elongata, ap6s aumento da concentracdo de ANE (Capitulo 1), em que foi observado 100% de
sobrevivéncia na menor concentracdo do extrato (0,1 g L™); porém, em concentracdo mais
elevada (2,0 g L), a porcentagem de sobrevivéncia foi reduzida para 60%. A composicéo do
extrato de A. nodosum € rica em manitol, macro e micronutrientes, alginato e vitaminas
(BATTACHARYYA et al., 2015; KHAN et al., 2009), e, devido ao aumento da concentracao,
pode ter ocasionado maior estresse osmotico e salino para a planta.

O extrato da macroalga influenciou significativamente o numero de folhas verdes
(Figura 3). A equagdo quadratica é a mais representativa para a avaliacdo desta variavel,
indicando que o extrato promove um efeito estimulador até alcancar o ponto de méxima, e
reduz sua eficiéncia apds aumento da concentracdo. Foi estimado o ponto maximo de 14,7
folhas verdes com 0,39 g L™ de ANE.
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Figura 3. Efeito do extrato da macroalga parda Ascophyllum nodosum no nimero de folhas verdes de Vellozia
harleyi cultivadas in vitro.

Para massa seca total, o controle foi significativamente superior que a menor e maior
concentracdo (0,1 g L™ e 1,0 g L), sem diferir para o meio suplementado com 0,5 g L™. A
suplementacdo do meio de cultura com ANE ndo influenciou o comprimento da parte aérea in

vitro e numero de folhas senescentes de V. harleyi (Figura 4).

Massa seca total (mg)

0,1 0,5 1.0
Extrato de Ascophylium nodosum (g L)
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Figura 4. Massa seca total (A), crescimento aéreo (B) e nimero de folhas senescentes (C) de Vellozia harleyi,
apos 120 dias de cultivo, sob influéncia do extrato de Ascophyllum nodosum. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (5%).

A aplicacdo de ANE no meio de cultivo proporciona o aumento da sintese enddgena de
citocininas ou apresenta resposta fisiologica semelhante ao fito-hormoénio (KHAN et al.,
2011; WALLY et al.,, 2013), que, dentre diversas outras funcles, atua no retardo da
senescéncia foliar (WALLY et al., 2013), o que pode ter possibilitado melhor resposta na
quantificacdo de folhas verdes no cultivo in vitro de V. harleyi.

O aumento do numero de folhas verdes € vantajoso para a producdo in vitro, visto que
favorece a retirada de explantes foliares e pode aumentar a porcentagem de brotacdo por meio
das gemas axilares localizadas na base da folha, as quais sdo constituidas por células
meristematicas e podem dar origem a novos brotos (COSTA, NEPOMUCENO, SANTANA,
2010).
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A aplicacdo de ANE apresentou resultados promissores para 0 enraizamento in vitro de
V. harleyi. O extrato influenciou significativamente o niUmero de raizes, promovendo uma

curva polinomial com ponto méximo de 6,8 raizes na concentragdo de 0,44 g L™ (Figura 5A).
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Figura 5. Atuacdo do extrato da macroalga parda Ascophyllumnodosum no nimero de raizes (A) e crescimento
radicular (B), no cultivo in vitro de Vellozia harleyi. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

A suplementagéo com 0,44 g L™ de ANE é a mais indicada para o enraizamento de V.
harleyi, enquanto concentragdes mais elevadas promovem a diminui¢cdo do nimero de raizes.
Esse resultado foi similar ao obtido com uso de 20% do extrato liquido de Sargassum wightii
Greville, que aumentou 63% o numero de raizes de Triticum aestivum var. Pusa Gold, quando
comparado ao controle, apresentando uma queda com o aumento da concentracdo (KUMAR,;
SAHOO, 2011).

O maior nimero de raizes, observado em baixa concentracdo do extrato, pode estar
relacionado ao desempenho da auxina no desenvolvimento de raizes adventicias (MARTINS

et al. 2015). Além disso, as moléculas de carboidratos regulam a porcentagem de raiz
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(PAWLICKI; WELANDER, 1995), e Shukla et al. (2019) indicam que o extrato de A.
nodosum atua na expressdo de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos e fornece
compostos bioativos energéticos para as plantas. Entretanto, altas concentracdes de ANE
podem ocasionar maior estresse para a planta e ndo estimular o desenvolvimento radicular.

O extrato favoreceu o crescimento de raizes nos meios de cultura suplementados com
0,1e0,5g L™ de ANE, diferindo consideravelmente das demais concentracdes (Figura 4B),
com um aumento médio de 2,6x em relacdo ao controle. Estes resultados sdo semelhante aos
estudos com aplicacdo da macroalga em Arabidopsis thaliana (RAYORATH et al., 2007),
morango (MATTNER; MILINKOVIC; ARIOLI, 2018), alfafa (KHAN et al., 2012) e
pinheiro (MACDONALD etal., 2012).

A promocao do crescimento radicular de V. harleyi com a suplementacdo de ANE pode
estar associada, segundo Rayorath et al. (2007), a influéncia do extrato no aumento da
producdo das auxinas e controle da mobilizacdo da molécula para a zona de crescimento
radicular.

Este é o primeiro trabalho que relata o cultivo in vitro de V. harleyi, e os resultados
obtidos indicam que esta técnica tem potencial de utilizacdo para a producdo dessa espeécie.
Observou-se que o uso de ANE é recomendado como bioestimulante alternativo para o
enraizamento da espécie, visto que tem baixo custo quando comparado as auxinas sintéticas

de alto custo comumente utilizados para a inducdo de enraizamento in vitro.

CONCLUSAO

Os efeitos do extrato de Ascophyllum nodosum, no cultivo in vitro, diferem entre as
espécies de plantas, sendo observados, de modo geral, efeitos estimulatérios com a utilizacao
de concentracBes baixas e efeitos inibitérios em concentragdes altas.

O extrato de A. nodosum favorece a sobrevivéncia in vitro de Comanthera mucugensis e
tende a reduzir seu crescimento, sendo, portanto, indicado como potencial uso para protocolo
de conservacdo in vitro da espécie.

Baixas concentracfes do extrato de A. nodosum aprimoram o enraizamento em Vellozia

harleyi, apresentando potencial uso como enraizador alternativo in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o extrato de Ascophyllum nodosum
apresenta acoes especificas para as trés espécies ornamentais avaliadas, sendo necessario o
desenvolvimento de novas pesquisas a fim de analisar os mecanismos fisioldgicos de atuacao
do extrato, bem como ampliar sua utilizacdo para outras espécies da Chapada Diamantina-
BA.

De modo geral, a concentracdo do extrato é fator determinante para a sua eficiéncia,
apresentando uso promissor quando em baixa concentracdo. A adicdo de A. nodosum no meio
nutritivo das ornamentais favorece a conservacdo e multiplicacdo in vitro de Cattleya
elongata, apresenta potencial uso para a conservacdo in vitro de Comanthera mucugensis, e
atua como agente promotor do enraizamento de Vellozia harleyi.

O extrato ¢ indicado como suplementacdo alternativa ao uso de reguladores vegetais de
alto custo, possibilitando maior economia na producdo comercial das mudas e na manutencéo

de bancos de germoplasma de espécies ornamentais.



