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RESUMO

No Brasil, as atividades ligadas a producéo agricola tém se intensificado nos dltimos anos. A
crescente procura por plantas com propriedades medicinais gerou grande demanda por mudas
de Physalis peruviana L. devido o potencial nutracéutico dos frutos. Paralelamente, o setor
floristico também cresce a largos passos e dentre as principais flores secas comercialmente
exploradas estdo as espécies do género Comanthera L. B. Sm. A exploragdo extrativista para
0 mercado levou a wuma reducdo significativa das populacdes naturais de
Comanthera mucugensis (Giul.) L.R.Parra & Giul., a “sempre-viva de Mucugé”, colocando-a
sob risco de extingdo. O desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos vegetais tem sido
uma das contribuicdes mais significativas para o avanco do processo de multiplicacdo de
espécies com significativo valor comercial e/ou que estejam em vias de extin¢do. Além da
producdo de plantas em larga escala, esta constitui uma opg¢do para a conservacgado ex situ de
recursos genéticos vegetais através da conservacdo in vitro. Embora apresente grande
potencial, o cultivo in vitro de plantas possui um alto custo de producdo associado. Como
método alternativo, este trabalho estudou os efeitos da suplementacdo do meio nutritivo com
extratos de trés macroalgas marinhas, Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft & M.J.Wynne,
Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano & M.C. Oliveira e Gracilaria sp. no cultivo in
vitro de C. mucugensis e P. peruviana. A utilizagdo de extrato de A. subulata em altas
concentracdes reduz o crescimento de plantas de P. peruviana, bem como, a producdo e a
biomassa dos brotos regenerados via organogénese direta. No entanto, a suplementacdo em
baixa concentracdo produz brotos mais vigorosos. O extrato também reduz o crescimento de
C. mucugensis e induz a formacdo de brotos por organogémese direta, especialmente em
concentracdes mais altas. Ja a suplementacdo com extrato de Gracilaria sp. promove a maior
producdo de brotos por plantas, enquanto que, o extrato de H. pseudomusciformis aumenta
significativamente o comprimento dos brotos de sempre-viva. Este é o primeiro relato de
estudos com o emprego de macroalgas brasileiras na cultura de tecidos vegetais. Os resultados
obtidos contribuem para o estabelecimento de novos métodos de propagacéo e conservagao in
vitro de P. peruviana e C. mucugensis. Por fim, recomenda-se estudos de caracterizagdo
bioquimica e molecular das respostas fisioldgicas induzidas pelos extratos de macroalgas para

entender o(s) mecanismo(s) de acdo por tras desses efeitos, ainda desconhecidos.

Palavras-chaves: goldenberry, sempre-viva de Mucugé, extrato de macroalgas, crescimento

minimo, multiplicacéo in vitro, conservacao ex situ



ABSTRACT

In Brazil, activities connected to agricultural production have been intensified over the years.
The increased search for plants with medical properties highly demanded for seedlings of
Physalis peruviana L. due to its fruits nutraceutical potential. In parallel, the floristic sector is
also rapidly growing, and among the main commercially explored dry flowers are the species
of the genus Comanthera L. B. Sm. The extractive exploitation of the market led to a
significant reduction of natural populations of Comanthera mucugensis (Giul.) L.R.Parra &
Giul., the “sempre-viva of Mucugé”, placing it at risk of extinction. The development of pant
tissue culture techniques has been one of the most significant contributions to the advance of
the multiplication process of species with high commercial value and/or in the process of
extinction. Besides the production of plants in large scale, it constitutes an option for ex situ
conservation of vegetal genetic resources throughout in vitro conservation. Although it
presents significant potential, in vitro cultivation of plants is associated to a high cost of
production. As an alternative method, this work studied the effects of supplementation in
nutritional medium with extracts of three marine seaweeds, Agardhiella subulata (C.Agardh)
Kraft & M.J.Wynne, Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano & M.C. Oliveira and
Gracilaria sp. in the in vitro cultivation of C. mucugensis and P. peruviana. The use of A.
subulata extract in high concentrations reduces the growth of P. peruviana, as well as the
production and biomass of regenerated sprouts via direct organogenesis; however,
supplementation in low concentration produces more vigorous sprouts. The extract also
reduces the growth of C. mucugensis and induces the formation of sprouts by direct
organogenesis, especially in higher concentrations. The supplementation with Gracilaria sp.
extract promotes higher production of sprouts by plants, while H. pseudomusciformis extract
increases the width of “sempre-viva” sprouts. This is the first report of studies using Brazilian
seaweeds in plants tissue culture. The obtained results contribute to the establishment of new
methods of spread and in vitro conservation of P. peruviana of C. mucugensis. Finally, we
recommend studies of biochemical and molecular characterization of physiological responses
induced by seaweeds extract in order to understand the mechanisms of action behind theses

effects, still unknown.

Key-words: goldenberry, sempre-viva of Mucugé, seaweeds extract, minimum growth, in

vitro multiplication, ex situ conservation.
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I NTRODUCAO GERAL

H& um debate crescente sobre o desenvolvimento da agricultura e a mudanca de
paradigma em direcdo a intensificacdo agricola sustentavel sem esgotar ainda mais o capital
natural (ROCKSTROM et al., 2016; WITHERS et al., 2018). PARDEY et al. (2014)
projetaram que o consumo agricola global aumentara cerca de 69% (1,3% ao ano) até 2050. O
Brasil é exemplo de nacdo cuja produgdo agricola aumentou rapidamente nas Ultimas décadas
devido a incorporacdo de novas tecnologias nas praticas agronémicas (BARRETTO et al.,

2013), incluindo multiplicacao in vitro de plantas.

Partindo do principio da totipoténcia celular, novas plantas podem ser geradas a partir
de tecidos vegetais como folhas, cotilédones, caules ou gemas, cultivados in vitro em
condigdes controladas de assepsia, nutricdo, temperatura, umidade, luminosidade e
irradiancia. O método minimiza os efeitos de variacdo de fatores ambientais, permite altas
taxas de reprodutibilidade e a otimizacio da producdo de metabélitos secundarios. E
considerada uma alternativa eficiente para propagacdo de mudas livres de patdgenos em larga
escala, em periodo de tempo e espaco fisico reduzidos, independentemente da época do ano.
A técnica também é um potencial recurso para conservacao ex situ de plantas nativas raras ou
quase extintas de interesse econémico (ABDIN et al., 2017; EL-SHERIF, 2018).

Embora apresente grande potencial, as técnicas de cultura de tecidos vegetais exige
méo de obra especializada, reagentes quimicos de alto custo, equipamentos especificos e
infraestrutura adequada, o que torna o cultivo in vitro muito dispendioso (DATTA;
CHAKRABORTY; JANAKIRAM, 2017). Na busca por constituintes alternativos, ecoldgicos
e econbmicos, o enriquecimento do meio nutritivo com suplementos organicos como extratos
vegetais, fontes diversas de carbono e agentes gelificantes vem sendo testados nos meios de
cultura por diversos pesquisadores (AGRAWAL et al., 2010; KODYM; ZAPATA-ARIAS,
2001; SARASWATHI et al., 2016)

Recentemente, estudos apontaram excelentes resultados com o uso dos extratos de
macroalgas marinhas (especialmente dos filos Rhodophyta e Ochrophyta/Phaeophyceae) no
cultivo in vitro de plantas envolvendo processos de organogénese e embriogénese somatica
(ALBURQUERQUE et al., 2018; ESSERTI et al., 2017; VENKATACHALAM et al., 2017;
VINOTH et al., 2019). Acredita-se que fitohormdnios como auxinas, giberelinas, citocininas,
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acido abscisico, etileno, betaina além de macro e micronutrientes, vitaminas, aminoacidos,
polissacarideos sulfatados e substancias secundarias presentes nos extratos algacéos atuem no
metabolismo celular das plantas regulando processos de morfogénese e crescimento
(BATTACHARYYA et al.,, 2015; CRAIGIE, 2011; KHAN et al., 2011; WALLY et al.,
2012).

Dentro do cenério agricola, Solanaceae ¢ uma das familias de maior importancia
econdmica abrangendo espécies largamente aproveitadas para fins alimenticios, farmacéuticos
e ornamentais, como: berinjela, tomate, pimenta, pimentdo, batata. Nos Gltimos anos, 0
género Physalis L., sobretudo P. peruviana L. (popularmente conhecida como “goldenberry”,
“camapu”, “baldozinho” ou “joa-de-capote™) (Figura 1), ganhou destaque devido ao potencial
ornamental, frutos exdticos de alto valor nutricional (PUENTE et al., 2011; RUFATO et al.,
2008) e producdo de fitocompostos com atividade farmacolégica (MAHALAKSHMI,
NIDAVANI, 2014; TOMASSINI et al.,, 2000). Recentemente, pesquisas foram
desenvolvidas com objetivo de estabelecer protocolos para sua propagacdo e producdo de
metabolitos secundarios in vitro (LASHIN; ELHAW, 2016; MASCARENHAS, 2018;
SINGH et al., 2016).

Figura 1. Aspecto geral de Physalis peruviana. Habito (A), Flores (B) e Frutos (C). Barra=1cm. Fonte:
MASCARENHAS, L.M.S.

A cultura de tecidos vegetais também tem sido adotada como estratégia de
multiplicacdo e conservagdo de espécies ornamentais endémicas da Chapada Diamantina-BA
ameacadas de extincdo. Dentre o0s casos mais criticos, 0 extrativismo de
Comanthera mucugensis (Giul.) L.R.Parra & Giul. (Eriocaulaceae) (Figura 2) para o mercado
internacional de flores secas acarretou na reducdo significativa das populagdes naturais, o que
levou o IBAMA no inicio dos anos 1990 proibir sua colheita (COSTA; TROVO; SANO,
2008). Também conhecida como “sempre viva de Mucugé”, a espécie foi citada na Lista
vermelha da flora do Brasil como em risco de extincdo (MARTINELLI; MORAES, 2013).
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Estudos sobre a viabilidade da propagacdo e conservacdo in vitro desta espécie foram
reportados nos ultimos anos (GURGEL, 2017; LIMA-BRITO et al., 2011a, 2011b, 2015,
2016; PAIXAO-SANTOS et al., 2003; PEREIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2008; SILVA
et al.,2005).

Figura 2. Campo de Comanthera mucugensis em Mucugé — BA (A), Flor de C. mucugensis (B), Buqués de C.
mucugensis (C). Fonte: Projeto Sempre Viva

O litoral brasileiro possui uma grande diversidade de macroalgas vermelhas
(Rhodophyta) (MENEZES et al., 2015). Dentre estas, Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft
& M.J.Wynne, Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano & M.C.Oliveira e Gracilaria sp.
apresentam expressivo potencial biotecnolédgico (Figura 3) (FERNANDES; DE OLIVEIRA,;
YONESHIGUE VALENTIN, 2014). Alguns trabalhos demonstraram resultados interessantes
com o0 uso de extrato de Gracilaria Grev. no cultivo in vitro de solanaceas (SATISH et al.,
2015; SIVANANDHAN et al., 2014; VINOTH et al, 2019; VINOTH;
GURUSARAVANAN; JAYABALAN, 2011). No entanto, ndo ha relatos de estudos sobre 0
emprego de A. subulata e H. pseudomusciformis no cultivo de plantas. Desta forma, este
trabalho verificou os efeitos dos extratos das trés macroalgas no desenvolvimento in vitro de
P. peruviana e C. mucugensis. Este € o primeiro trabalho que demonstra o aproveitamento de

macroalgas brasileiras no cultivo in vitro de plantas.

Figura 3. Aspecto geral das macroalgas marinhas Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft & M.J.Wynne
(A), Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano & M.C.Oliveira (B) e Gracilaria sp. (C) Barra= 1cm. Fonte:
Autora.
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Utilizacdo de extrato de macroalgas marinhas no cultivo in vitro de plantas
Use of extract seaweed the in vitro cultivation of plants
1l

Luane Portela Carmo'” Carlos Wallace do Nascimento Moura'' Alone Lima-Brito

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO:
A cultura de tecidos vegetais € uma técnica amplamente utilizada para o melhoramento de
culturas, propagacdo clonal (micropropagacdo), conservacdo ex situ e exploracdo de
metabolitos secundarios, mas seu o custo ainda é elevado. Na busca por constituintes
alternativos, ecoldgico e econdémico, estudos tém testado o enriquecimento dos meios
nutritivos com suplementos organicos, como fontes diversas de carbono, agentes gelificantes
e extratos vegetais como o das macroalgas marinhas. A adicdo de extratos algaceos na
composicdo do meio nutritivo pode, em parte, suprimir a utilizacdo de reguladores vegetais
sintéticos, reduzindo o custo do cultivo e a possibilidade de ocorrer variacdo somaclonal. Os
dados aqui relatados demonstram o efeito benéfico desses extratos no incremento do
crescimento e ganho de biomassa das plantas e que apesar do significativo potencial de
utilizacdo, ainda sdo necessarios estudos sobre o uso de algas no cultivo in vitro,
especialmente no que se refere a resposta morfogénica em plantas. Recomenda-se que
esforgos sejam reunidos na caracterizacdao bioquimica e molecular das respostas fisioldgicas
observadas para permitir avangos no entendimento do mecanismo de acdo das macroalgas no
desenvolvimento das plantas. Por fim, salienta-se que a utilizagdo de extratos de macroalgas
na producdo agricola orgénica, devido ao seu potencial como biorregulador de crescimento
20
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vegetal, seja uma alternativa ao uso de reagentes quimicos que apresentam riscos para a
salde humana, além de provocar grande impacto ambiental.

Palavras-chaves: Extrato de algas, Meio de cultura alternativo, multiplicacdo in vitro,
Reguladores de crescimento vegetal.

ABSTRACT:

Plant tissue culture is a widely used technique for the plant improvement, clonal propagation
(micropropagation), ex situ conservation and exploration of secondary metabolites, yet it cost
is still high. In the seeking to alternative, ecological and economic constituents, many studies
have been testing the enrichment of nutritious media using organic suplements as a diverse
carbon sources, gelling agentes and algae extracts as seaweed extracts. The addition of algae
extracts in the nutricious media composition may, in parts, to supress the use of sinthetic plant
regulators, reducing the cost of cultivation and the possibility of somaclonal variation. The
data reported here demonstrate the beneficial effects of these extracts on the growth
enhancement and biomass gain of the plants. Despite of the significant potential of utilization,
studies on the use of algae in in vitro cultivation are still needed, especially regarding the
morphogenic response in plants. More studies on biochemistry and molecular characterization
of the observed physiological responses are needed to enlight the mechanism of action of
seaweed extracts in plant development. Lastly, it is recommended the use of seaweed extracts
in organic agricultural production, due to its potential as biorregulator of plant growth, as
alternative to the use of chemical reagentes presenting risks to human health and causing
environmental impacts.

Keywords: Algae Extract, Alternative Culture Medium, In vitro multiplication, Plant growth

regulators.
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INTRODUCAO

As macroalgas marinhas representam um conjunto de organismos uni (raro)-multicelulares,
fotossintetizantes e talofitos, que habitam desde regides entremarés até o infralitoral dos
oceanos. Sao principalmente bentdnicos e podem ser enquadrados em trés grupos, com base
na coloragdo do talo: vermelha (Rhodophyta), parda ou marrom amarelada (Ochrophyta/

Phaeophyceae) e verde (Chlorophyta) (SAHOO & SECKBACH, 2015).

A despeito da sua variabilidade morfologica, bioguimica e genética, as macroalgas ocorrem
em uma imensa variedade de nichos ecoldgicos e, devido as diversas interacdes bioldgicas e
condicdes abioticas extremas enfrentadas, produzem uma grande variedade de compostos
biologicamente ativos a partir de diferentes rotas metabdlicas como estratégia de
sobrevivéncia (STENGEL et al., 2011). Estes compostos exibem multiplas bioatividades com
aplicacdes nos setores alimenticio, cosmético, agri/horticultura, farmacéutico e bioenergético
(MICHALAK & CHOJNACKA, 2015; SUDHAKAR et al., 2018). Atualmente, a utilizacdo
dos extratos de macroalgas vem sendo encorajada na producdo agricola organica devido ao
seu potencial como bioestimulante vegetal, como uma contrapartida ao uso excessivo de
fertilizantes quimicos que apresentam riscos para a satude humana, além de provocar grande

impacto ambiental (DMYTRYK & CHOJNACKA, 2018).

A aplicabilidade das macroalgas na agricultura é conhecida desde a antiguidade
(CHAPMAN & CHAPMAN, 1980). O alto teor de fibras presentes no talo atua como
condicionador de solo e auxilia na retencdo da umidade. Seus extratos sdo frequentemente
comercializados como fertilizantes e bioestimulantes (CRAIGIE, 2011). Muitos desses
produtos encontrados no mercado agricola sdo obtidos a partir das algas pardas (Ochrophyta/
Phaeophyceae) a exemplo de Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis, Ecklonia maxima (Osbeck)

Papenf., Fucus spp., Laminaria spp., Sargassum spp., e Turbinaria spp., além de algas
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calcarias (Corallinales/ Rhodophyta) (CRAIGIE, 2011). Diversos beneficios foram
associados ao seu uso, como estimulacdo da germinacdo de sementes, melhoria do
crescimento de plantas, alongamento de raizes, otimizacdo da absorcdo de agua e nutrientes,
resisténcia a salinidade e baixas temperaturas, biocontrole e resisténcia a organismos
fitopatogénicos, além de remediacdo de poluentes de solos contaminados (NABTI et al.,

2017).

Alguns estudos realizados nos ultimos anos demonstraram os efeitos de extratos de algas no
desenvolvimento in vitro de plantas através da cultura de tecidos vegetais (Tabelas 1 e 2).
Esta técnica é amplamente utilizada para o melhoramento de culturas, propagacéo clonal
(micropropagacdo) e exploracdo de metabdlitos secundarios (ABDIN et al., 2017). Além
disso, permite que espécies raras e em risco de extingdo sejam resgatadas, propagadas e
mantidas em bancos ativos de germolasma (BAGSs) por meio de conservacgdo in vitro (EL-

SHERIF, 2018).

Na micropropagacdo, as microplantas podem ser obtidas através de dois processos distintos,
denominados de organogénese e embriogénese somatica (THORPE, 1993). A organogénese €
0 processo pelo qual células e tecidos vegetais diferenciam-se resultando na producdo de uma
estrutura unipolar, um primdrdio vegetativo ou raiz, cujo sistema vascular esta conectado ao
tecido parental. Na embriogénese somatica ha a formacdo de uma estrutura bipolar contendo
um eixo apical/raiz, com um sistema vascular autbnomo fechado. Ambos podem ocorrer
diretamente do explante ou indiretamente via formacao de calo (THORPE, 1993). O sucesso
desses processos depende da fonte do explante, composicdo do meio nutritivo e das condicdes

de cultivo.

A principal desvantagem da cultura de tecidos vegetais € o custo elevado associado a

infraestrutura, equipamentos e reagentes quimicos. Além disso, 0 uso de altas concentragdes
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de reguladores vegetais sintéticos podem induzir variagdo somaclonal (SKIRVIN et al. 1994).
Na busca por constituintes alternativos, ecoldgicos e econdmicos, estudos tém testado o
enriquecimento dos meios nutritivos com suplementos organicos, como fontes diversas de
carbono (AL-KHATEEB, 2008; TYAGI et al., 2007), agentes gelificantes (AGRAWAL
&SANAYAIMA, 2010) e extratos vegetais (KITSAKI et al., 2004; WISZNIEWSKA et al.,
2013). Outros trabalhos revelaram excelentes resultados com o uso de extrato de macroalgas
(especialmente dos filos Rhodophyta e Ocrophyta/ Phaeophyceae) na inducdo de
organogénes e embriogénese somatica (Tabelas 1 e 2), e producéo de metabdlitos secundarios
(SIVANANDHAN et al., 2014; SHARMA et al., 2015). Também foram reportados efeitos
benéficos da utilizacdo de macroalgas na aclimatizacdo de microplantas (JONES & VAN

STADEN, 2001; LINDSEY et al., 1998; MAKUNGA & VAN STADEN, 2008).

Apesar de apresentar resultados promissores, o potencial uso de macroalgas no cultivo in vitro
de plantas ainda é pouco explorado. Considerando que desvendar novos métodos de
propagacdo é crucial para o aumento da producéo de plantas de forma sustentavel, este estudo
apresenta uma visao geral da utilizacdo das macroalgas na cultura de tecidos vegetais com o

propdsito de permitir 0 avango do conhecimento num tema ainda pouco abordado.

COMPONENTES DAS MACROALGAS MARINHAS QUE AFETAM O

DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

Os extratos de algas podem atuar como biofertilizantes ou biorreguladores do crescimento das
plantas. Os fertilizantes fornecem nutrientes necessarios para o crescimento, enquanto que, 0s
reguladores vegetais estdo envolvidos com os processos de divisdo celular, alongamento da
raiz e da parte aérea, o inicio da floracdo e outras funcbes metabolicas, intermediadas por

fitohormonios (HAMED et al., 2017).
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Os talos das macroalgas marinhas sdo ricos em minerais. Diversos trabalhos descreveram
quantidades elevadas de macroelementos (Na, K, P, Ca e Mg), microelementos (Fe, Zn, Mn,
Cu) e oligoelementos (KUMAR et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015; RUPEREZ, 2002) em
sua composicdo. A biossorcdo de minerais tem sido atribuida principalmente a composicéao da
parede celular das macroalgas. Esta € composta por microfibrilas de celulose envoltas em uma
matriz amorfa composta por polissacarideos sulfatados que possuem afinidade por ions

metalicos (FIGUEIRA et al., 2000).

RATHORE et al. (2009) observaram que a aplicacdo de extrato de Kappaphycus alvarezii
(Doty) Doty ex P.C.Silva (Rhodophyta) melhorou a absor¢do de nutrientes (N, P, K e S),
crescimento e rendimento de soja. Resultados semelhantes também foram registrados por
CROUCH et al. (1990) que demonstraram o aumento significativo da quantidade de Ca, K e
Mg em folhas de alface com a utilizagdo de ‘Kelpak®’, um produto a base de Ecklonia
maxima (Ochrophyta/ Paheophyceae) amplamente difundido no mercado agricola como
biofertilizante. Apesar de apresentarem elevado teor nutricional, CROUCH et al. (1990)
sugeriram que os extratos algaceos dificilmente atuam como fertilizante, uma vez que, a
melhoria na absorcdo dos nutrientes sé foi observada quando as plantas foram cultivadas em

condicdes abaixo do ideal nutricional ou sob estresse ambiental.

BATTACHARYYA et al. (2015) explicaram que os extratos de macroalgas marinhas podem
alterar as propriedades fisicas, bioquimicas e bioldgicas do solo, modificar a arquitetura das
raizes para aumentar a eficiéncia de absorcdo, além de afetar a regulacdo de genes que
desempenham um papel importante na assimilacdo de minerais. Diversos trabalhos também
sugeriram que os fitohormdnios presentes nos extratos algaceos sdo responsaveis pela
melhoria no crescimento e vigor das plantas (BATTACHARYYA et al., 2015; CRAIGIE,

2011). RAYORATH et al. (2008) e KHAN et al. (2011) demonstraram que 0 extrato
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comercial de Ascophyllum nodosum induz efeitos semelhantes a auxina e a citocinina

em plantas de Arabidopsis Heynh.

STIRK & VAN STADEN (2014) relataram a ocorréncia de citocininas, auxinas, giberelinas,
acido abscisico e etileno em macroalgas. As citocininas ocorrem naturalmente nas formas
isoprendides (isopenteniladenina (iP), trans-zeatina (tZ), cis-zeatina (cZ) e dihidrozeatina
(DHZ)) e aromaéticas (benziladenina (BA) e topolina). As auxinas comumente encontradas s&o
o0s &cidos indol 3-acético (AlA), indol 3-butirico (AIB), indol 3-pirtvico (AIP) e indol-3
acetamida (IAM). Os autores também relataram a presenca de brassinosterdides, jasmonatos,

acido salicilico e estrigolactonas.

Apesar da presenca comprovada de fitohorménios, WALLY et al. (2013) alegaram que a
concentracdo destes nos extratos de macroalgas é insuficiente para causar efeitos
significativos no crescimento das plantas. Estes autores sugeriram que a atividade semelhante
a citocinina esta associada a moléculas eliciadoras presentes nos extratos que possuem a
capacidade de modular vias da biossintese de fitohormonios em plantas. O estudo demonstrou
que a aplicacdo do extrato de Ascophyllum nodosum no cultivo in vitro de Arabidopsis levou
ao aumento da concentracdo total e expressdo de citocininas e acido abscisico (ABA),
enguanto que, os niveis de auxina foram reduzidos. PATEL et al. (2018) também encontraram

perfil hormonal semelhante nas plantas de trigo tratadas com Kappaphycus alvarezi.

Os oligo-carragenanos, obtidos por despolimerizacdo 4cida de carragenanas extraidas de
macroalgas vermelhas, foram relacionados com o aumento do crescimento de plantas, como
tabaco e eucalipto (CASTRO et al., 2012; GONZALEZ et al., 2014). Os trabalhos
demonstraram que o tratamento com a fitomolécula induziu aumento na sintese de NADPH,
acido ascorbico, glutationa e tiorredoxina que, por sua vez, incrementaram a atividade de

enzimas como rubisco, glutamina sintetase e adenosina 5' fosfosulfato. Desta forma, estaria
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beneficiando significativamente a fotossintese, o metabolismo basal e o crescimento das
plantas. Também foi reportada a utilizacdo de carragenana comercial na inducdo de

embriogénese em micrdsporos de couve (LEMONNIER-LE PENHUIZIC et al., 2001).

Além da capacidade de regular o crescimento, os polissacarideos de macroalgas podem
desencadear respostas de defesa em plantas aumentando a protecdo contra patdgenos
(STADNIK & FREITAS, 2014; VERA et al., 2011). PAULERT et al. (2009) demonstraram
que a pulverizacdo de ulvana (extraida de macroalga Ulva L. - Chlorophyta) reduziu a
gravidade da antracnose do feijoeiro em 38% além de aumentar o peso seco das plantas em
20%. Segundo MERCIER et al. (2001), a carragenana também foi capaz de incrementar a
resposta de defesa em folhas de tabaco. VERA et al. (2011) explicaram que os
polissacarideos de macroalgas marinhas podem desencadear ativacdo de vias de sinalizacao
para acido salicilico, acido jasmonico e/ou etileno em nivel sistémico. A ativacdo destas
vias conduz a uma sobreexpressdo de proteinas relacionadas a patogénese, enzimas de
defesa, como fenilalanina aménia-liase e lipoxigenase, e enzimas envolvidas na sintese de
terpenos, terpendides e/ou alcaloides, promovendo uma expressiva atividade

antimicrobiana.

Compostos bioativos presentes nos extratos de macroalgas marinhas também podem atenuar
0 estresse abidtico em plantas (PATEL et al.,, 2018, VAN OOSTEN et al., 2017).
MANSORI et al. (2015) demonstraram que o0s extratos de Ulva rigida C. Agardh
(Chlorophyta) e Fucus spiralis L. (Ochrophyta/ Phaeophyceae) aplicados em plantas de
feijdo, sob condi¢bes de seca, melhoraram o crescimento e aumentaram a tolerancia ao
estresse hidrico devido a ativagdo do sistema enzimatico antioxidante e aumento do contetido
fendlico, contribuindo para a protecdo das plantas. Recentemente foi demonstrado que a
aplicacdo de extrato de Gracilariadura (C.Agardh) J.Agardh (Rhodophyta)

confere tolerancia ao estresse hidrico em plantas de trigo através do aumento do contetdo de
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ABA que induz o fechamento dos estdmatos, reduzindo assim a perda de &gua (SHARMA et
al., 2019). Segundo HERNANDEZ-HERRERA et al. (2014), as macroalgas também s&o uma
excelente fonte de potassio que ajuda a regular o potencial hidrico das plantas, controlando a

abertura e o fechamento dos estdmatos.

As macroalgas marinhas podem ser utilizadas para melhorar a tolerancia das plantas ao frio.
Os resultados obtidos por NAIR et al. (2012) mostraram que o extrato de Ascophyllum
nodosum aumentou o contedo de prolina e agucares soluveis totais em Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. cultivada em baixa temperatura, como estratégia de tolerdncia. Além disso,
WHAPHAM et al. (1993) sugeriram que as betainas presentes nos extratos algaceos
aumentam os niveis de clorofila nas plantas. Estas moléculas sdo conhecidas por sua fungédo
osmoprotetora e atuacdo na melhoria da fotossintese em condicdes de estresse (WANG et al.,

2010).

Esta bem estabelecido que as macroalgas marinhas sdo fonte de compostos bioativos
amplamente utilizados para melhorar a fertilidade dos solos e promover o crescimento das
plantas. Existe um consenso entre 0s pesquisadores que o efeito benéfico da aplicacdo do
extrato algaceo é resultado de muitos componentes que podem trabalhar sinergicamente em

diferentes concentracdes e que seu mecanismo de acdo ainda precisa ser melhor investigado.

APLICACOES DE EXTRATO DE MACROALGAS MARINHAS NO CULTIVO IN

VITRO DE PLANTAS

O primeiro estudo com o emprego de extrato de macroalgas no cultivo in vitro de plantas foi
reportado por FINNIE & VAN STADEN (1985) com a utilizagdo do ‘Kelpak®’ na cultura de
raizes de tomate. Foi observado um excelente crescimento radicular e constatado que o
processo de esterilizagdo do meio por autoclavagem ndo causou a perda do efeito

estimulatorio do concentrado da macroalga. O mesmo produto foi usado por KOWALSKI et
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al. (1999) no estabelecimento in vitro de batata. Os resultados demonstraram que a
incorporacdo do extrato no meio nutritivo diminuiu o comprimento e a biomassa seca das
plantas, no entanto, este tratamento induziu a reducdo da perda de dgua durante o processo de
aclimatizacdo das mesmas, favorecendo seu estabelecimento ex vitro. Ja a utilizacdo de
polissacarideos de Ulva lactuca L. (Chlorophyta)e Padina gymnospora (Kiitz.)
Sonder (Ochrophyta/ Phaeophyceae) promoveram o aumento do crescimento in vitro de

plantas de tomate e feijaio (HERNANDEZ-HERRERA et al., 2016).

Foram reportados estudos com a utilizagdo de extratos de macroalgas marinhas na
regeneracdo de plantas por organogénese (Tabela 1). Os trabalhos utilizaram principalmente
representantes de Rhodophyta e Ochrophyta/ Phaeophyceae, dos quais, o género Gracilaria
Grev. (Rhodophyta) foi o mais referenciado. Neste sentido, foi demonstrado o efeito do
extrato de Gracilaria edulis (S.G.Gmel.) P.C.Silva (= Hydropuntia edulis (S.G.Gmel.) Gurgel
& Fredericq) na inducdo de brotos em tomate diretamente do segmento nodal (VINOTH et
al., 2011) e a partir de calo organogénico derivado de folhas (VINOTH et al., 2019). A
presenca do extrato ndo foi significativa para o aumento da producdo de brotos, no entanto,
promoveu o incremento do crescimento da parte aérea e raiz dos mesmos. Estas pesquisas
relacionaram 0s mesmos efeitos para o extrato de Sargassum wightii Grev. ex J.Agardh
(=Sargassum  bacciferum [Turner]  C.Agardh)  (Ochrophyta/  Phaeophyceae).
MUTHUKRISHNAN et al., (2015), SATISH et al. (2015) e RENCY et al. (2017) também
concluiram que a suplementacdo com extrato de macroalgas no meio nutritivo ndo é
significativo para promover a multiplicacdo das plantas, mas é benéfico para o ganho de
biomassa dos brotos, em baixas concentracfes. A utilizacdo de concentragcfes altas passa a

exibir comportamento inibitorio.

A suplementacdo do meio nutritivo com extrato de G. edulis promoveu aumento da biomassa

de brotos de Withania somnifera L., bem como, a producdo de vitanolideos, compostos
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esteroides com funcdo medicinal (SIVANANDHAN et al., 2014). De forma similar, o
aumento da producédo de metabolitos secundarios induzido por extrato de macroalgas foi
registrado por SHARMA et al. (2015) em Picrorhiza kurroa Royle ex Benth., uma erva
medicinal ameacada de extingdo. Os autores demonstraram que Kappaphycus alvarezii
incrementou o0 acumulo de picrosideo I-1l, além disso, o efeito estimulatério para a
producédo de brotos foi semelhante ao efeito induzido por reguladores vegetais sintéticos,
portanto, considerado como meio alternativo de baixo custo para a multiplicacdo destas
plantas. ALBURQUERQUE et al. (2018) demonstraram que o uso de extrato aquoso a 10%
de Caulerpa cylindracea Sond. (Chlorophyta) e Asparagopsis taxiformis (Delile) Trevis.
(Rhodophyta) aumenta a porcentagem de regeneracdo dos explantes, bem como, o numero de
brotos produzidos a partir de hipocotiledones de damasco. A utilizacdo das algas pardas e
Cystoseira myriophylloides Sauv. (= Cystoseira humilis var. myriophylloides [Sauv.]
J.H.Price & D.M.John), Laminaria digitata (Huds.) J.V.Lamour. e Fucus spiralis melhorou
significativamente a taxa de regeneracdo de Nicotiana benthamiana, no entanto, os extratos
inibiram drasticamente o crescimento de plantas como videira, ameixa e damasco (ESSERTI
et al.,, 2017). VENKATACHALAM et al. (2017) estudaram os efeitos do nanocomplexo de
prata revestido com extrato de Gracilaria foliifera (Forssk.) Bgrgesen e seu impacto na
regeneracdo direta de Alternanthera sessilis (L.) R.Br. ex DC. Os resultados mostraram que a
formulacdo € capaz de regenerar 100% dos explantes e aumentar em duas vezes a producdo de
brotos. Os efeitos observados séo superiores aos registrados com meio suplementado com
reguladores de crescimento vegetais sintéticos, portanto, apontado como um excelente meio

alternativo para multiplicacdo de A. sessilis.

Os estudos sobre os efeitos de extratos de macroalgas na embriogénese somatica ainda séo
incipientes (Tabela 2). Dentre estes, foi reportado que os extratos de Caulerpa scalpelliformis

(R.Brown ex Turner) C.Agardh (Chlorophyta) e Gracilaria corticata (J.Agardh) J.Agardh
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(Rhodophyta) influenciaram significativamente o desenvolvimento, maturacdo e germinacéao
do embrido obtidos a partir de calos previamente estabelecidos de tomate (VINOTH et al.,
2014). Os resultados mostraram que a maturacao e germinagdo de embrides somaticos podem
ser duas vezes maiores nos meios contendo extratos das macroalgas em relacdo ao meio
suplementado apenas com reguladores vegetais sintéticos. SATISH et al. (2016) estudaram os
efeitos de Padina boergesenii Allender & Kraft (Ochrophyta/ Paheophyceae) e Gracilaria
edulis (Rhodophyta) em plantas de milho. Embora ambas as macroalgas tenham apresentado
efeito estimulador para formacdo de calos embriogénicos, os melhores resultados foram
registrados para G. edulis. A maior taxa de regeneracdo, bem como, nimero e comprimento
médio de brotos também foi registrado em meios fortificados com extrato da rodoficea. Os
autores ainda concluiram que em altas concentracdes de extratos ocorre necrose nos tecidos
vegetais. Recentemente foi demonstrada a eficiéncia do uso de extrato de Ulva lactuca
(Chlorophyta) revestido com nanoparticula de prata na embriogénese somatica e regeneracdo
de Gloriosa superba L. O protocolo estabelecido por MAHENDRAN et al. (2017) aumentou
significativamente a taxa de producdo de embrides, maturacdo e regeneracdo com a adicao

das fitomdleculas combinadas com reguladores vegetais.

CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados demonstram o efeito benéfico de extratos das macroalgas
marinhas no desenvolvimento das plantas. Apesar do significativo potencial da utilizacdo, é
necessario ampliar os estudos sobre suas aplicacdes no cultivo in vitro, especialmente no que
se refere a resposta morfogénica das plantas. Os principais efeitos dos extratos sdo
relacionados com o incremento do crescimento e ganho de biomassa. Estes resultados
dependem das concentracGes utilizadas na composicdo do meio nutritivo pode, em parte,
suprimir a utilizacdo de reguladores vegetais sintéticos, reduzindo o custo do cultivo e a

possibilidade de ocorrer variagdo somaclonal. Recomenda-se que esfor¢os sejam reunidos na



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

32

caracterizacdo bioquimica e molecular das respostas fisiologicas observadas para permitir
avancos no entendimento do mecanismo de acdo das macroalgas no desenvolvimento das

plantas.
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Tabela 1. Utilizacdo de macroalgas marinhas na regenerac¢do in vitro de plantas por organogénese.

Macroalgas

Plantas

Referéncia

Muill.) J.Agardh?
Enteromorpha intestinalis
(L.) Nees?

CHLOROPHYTA

Enteromorpha prolifera (O.F.

Ceropegia thwaitesii Hook

MUTHUKRISHNAN et al. (2015)

Caulerpa cylindracea Sond.

Prunus armeniaca L.

ALBURQUERQUE et al. (2018)

Cystoseira cylindraceaSauv.®

Laminaria digitata (Huds.)
J.V.Lamour.
Fucus spiralis L.

Nicotiana benthamiana
Domim.

Prunus domestica L.
Prunus armeniaca
Vitis vinifera L.

ESSERTI et al. (2017)

& Kraft
Padina gymnospora Sonder

Padina boergesenii Allender

Solanum melongena L.

SATISH et al. (2015)

Padina tetrastromatica Hauck

Ceropegia thwaitesii Hook

MUTHUKRISHNAN et al. (2015)

Sargassum wightii Grev. ex
J.Agardh*

OCHROPHYTA/PHAEOPHYCEAE

Lycopersicon esculentum
(L.) Karst. ex Farw.
(=Solanum lycopersicon
L.)

VINOTH et al. (2019), VINOTH
etal. (2011)

Withania somnifera (L.)
Dunal

SIVANANDHAN &SELVARAJ
(2014)

Asparagopsis taxiformis
(Delile) Trevis.

Prunus armeniaca

ALBURQUERQUE et al. (2018)

Gelidiella acerosa (Forssk.)
Feldmann

Solanum melongena

SATISH et al. (2015)

Gracilaria edulis (S.G.Gmel.)

P.C.Silva®

Lycopersicon esculentum
(=Solanum lycopersicon)

VINOTH et al. (2019); VINOTH
etal. (2011)

Withania somnifera

SIVANANDHAN (2014)

Gracilaria foliifera (Forssk.)
Bargesen

Alternanthera sessilis
Lem.

VENKATACHALAM et al.
(2017)

Gracilaria salicornia
(C.Agardh)E.Y.Dawson

RHODOPHYTA

Solanum melongena
Bacopa monnieri (L.)
Wettst.

RENCY et al. (2017); SATISH et
al. (2015)

Kappaphycus alvarezii (Doty)

Doty ex P.C.Silva

Picrorhiza kurroaRoyle ex
Benth.

SHARMA et al. (2015)

Bacopa monnieri

RENCY etal. (2017)

1.= Ulva prolifera O.F. Mdll.
2.= Ulva intestinalis L.

3.= Cystoseira humilis var. myriophylloides [Sauv.] J.H.Price & D.M.John

4.= Sargassum bacciferum [Turner] C.Agardh

5.= Hydropuntia edulis (S.G.Gmel.) Gurgel & Fredericq
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1  Tabela 2. Utilizacdo de macroalgas marinhas na regeneracdo in vitro de plantas por embriogénese somatica.

Macroalgas

Plantas

Referéncia

Caulerpa scalpelliformis

Lycopersicon esculentum

< (L.) Karst. ex Farw.
; (R.Brown ex Turner) (=Solanum lycopersicon VINOTH et a. (2014)
C.Agardh
I L.)
o
@)
4
2
z Ulva lactuca L. Gloriosa superba L. MAHENDRAN et al. (2017)
- w
25
> é_) Padina boergesenii
I -
% L Allender & Kraft Eleu?[me coracana SATISH et al. (2016)
4o aertn.
o
© o
Gracilaria corticata Lycopersicon esculentum
(J.Agardh) J.Agardh ~ . VINOTH et al. (2014)
< (=Solanum lycopersicon )
|_
>.
T Gracilaria edulis
Q  (5.G.Gmel.)P.CSilva
% (= Hydropuntia edulis
o (S.G.Gmel.) Gurgel & Eleusine coracana SATISH et al. (2016)

Fredericq
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CAPI'TU LO?2

Conservacao e propagacao in vitro de Physalis peruviana L. em meio
suplementado com extrato de Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft &
M.J.Wynne

Conservation and propagation in vitro of Physalis peruviana L. in an
supplemented medium with extract Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft &
M.J.Wynne
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Resumo:

A espécie Physalis peruviana, também conhecida como ‘goldenberry’, produz frutos
com propriedades nutracéuticas associadas a sua composi¢do quimica, rica em fitoesterais,
vitanolideos, carotenoides, compostos fenolicos e fisalinas. Além disso, seu potencial
ornamental é amplamente explorado na gastronomia. Devido ao crescente interesse no campo
cientifico e por parte dos consumidores ha a necessidade de estratégias para o aumento da
producdo de mudas e garantir a conservacdo desta espécie. A cultura de tecidos vegetais tem
sido considerada uma alternativa eficiente para producdo de plantas e conservacdo dos
recursos genéticos vegetais, mas seu o custo ainda é elevado. Visando a reducédo de custos do
cultivo in vitro através da utilizacdo de protocolos alternativos economicamente viaveis, 0
presente estudo avaliou os efeitos da suplementacdo do meio nutritivo com extratos da
macroalga Agardhiella subulata na conservacdo e propagacao in vitro de P. peruviana. A
adicdo do extrato ao meio induziu a reducdo do crescimento in vitro de P. peruviana e
manteve a capacidade regenerativa das plantas, portanto, indicado como método alternativo
para conservacdo in vitro a curto prazo. A utilizacdo do extrato para multiplicacdo via
organogénese direta ndo é favoravel para producdo de brotos. No entanto, a suplementacéo
em baixas concentragdes aumentou o vigor das microplantas. Este é o primeiro trabalho a
demonstrar o aproveitamento de macroalgas brasileiras no cultivo in vitro de plantas, como

bem, o potencial de A. subulata no desenvolvimento vegetal.

Palavras-chaves: goldenberry, crescimento minimo, multiplicagdo in vitro, extrato de

macroalgas
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Abstract:

The species Physalis peruviana, also known as 'goldenberry’, produces fruits with
nutraceutical properties associated with its chemical composition, rich in phytosterols,
vitanolides, carotenoids, phenolic and fisaline compounds. In addition, its ornamental
potential is widely explored in gastronomy. Due to the growing interest in the scientific field
and by the consumers there is a need for strategies to increase the production of seedlings and
to guarantee the conservation of this species. Plant tissue culture has been considered an
efficient alternative for plant production and conservation of plant genetic resources, but its
cost is still high. The present study evaluated the effects of supplementation of the nutrient
medium with extracts of the seaweeds Agardhiella subulata on the in vitro conservation and
propagation of P. peruviana, aiming at the reduction of costs of in vitro cultivation through
the use of economically viable alternative protocols. The addition of the extract to the
medium induced the reduction of the in vitro growth of P. peruviana and maintained the
regenerative capacity of the plants, being therefore indicated as an alternative method for in
vitro conservation in the short term. The use of the extract for multiplication via direct
organogenesis is not favorable for shoot production. However, supplementation at low
concentrations increased the vigor of microplants. This is the first work to demonstrate the
use of Brazilian seaweeds in in vitro plant cultivation, as well, the potential of A. subulata in

plant development.

Keyword: goldenberry, minimum growth, in vitro multiplication, seaweeds extract
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Introducéo

O género Physalis L. (Solanaceae) compreende cerca de 90 espécies, a maioria delas
nativas da Ameérica, com excecdo de P. alkekengi L. que possui distribuicdo euroasiatica.
Physalis peruviana L, também conhecida como ‘goldenberry’, apresenta um fruto
caracterizado pela presenca de um célice frutifero acrescente, vesiculoso e inflado, que se
expande envolvendo-o totalmente (Miranda et al. 2005). Segundo Puente et al. (2011), estas
plantas possuem propriedades nutracéuticas associadas a sua composi¢cao quimica, rica em
fitoesterois, vitanolideos, carotenoides, compostos fenolicos, fisalinas. Além disso, seu
potencial ornamental é amplamente explorado na gastronomia. O crescente interesse
cientifico e comercial pelos frutos tem requerido aumento de produgdo de mudas desta

especie.

Neste cenario, a cultura de tecidos vegetais tem sido considerada uma alternativa
eficiente para producdo de mudas com alta qualidade sanitaria, em periodo de tempo e espaco
fisico reduzidos, independentemente da época do ano (EI-Sherif 2018). A técnica baseia-se no
principio da totipoténcia celular, em que novas plantas podem ser geradas a partir de células e
tecidos vegetais (Abdin et al. 2017). Desta forma, as microplantas podem ser obtidas através
de dois processos distintos, denominados de organogénese e embriogénese somatica, que
podem ocorrer diretamente do explante ou indiretamente via formacéo de calo (Thorpe 1993).
Além disso, permite a conservacdo in vitro dos recursos genéticos vegetais através de
modificagdes no ambiente de cultivo e no meio nutritivo, as quais sdo capazes de reduzir o
metabolismo vegetal, proporcionando o armazenamento a curto e médio prazo de plantas (El-
Sherif 2018).

Os fatores que frequentemente determinam o sucesso do cultivo in vitro de plantas sdo
a fonte do explante e a composicdo do meio nutritivo que é composto por minerais,
reguladores de crescimento vegetais, sacarose e agentes gelificantes. A principal desvantagem
da técnica sdo os custos elevados associados a infraestrutura, equipamentos e reagentes
qguimicos. Como alternativa, o enriquecimento de meio nutritivo com suplementos organicos
vem sendo usado como método econdmico sem comprometer a qualidade das plantas (Datta
et al. 2017).

Neste sentido, foram reportados trabalhos com a utilizacdo de extrato de macroalgas
marinhas na organogénese e embriogénese somatica em espécies de solanaceas como tomate
e berinjela (Vinoth et al. 2011, 2014, 2019; Satish et al. 2015). As macroalgas possuem



50

fitohormonios, tais como citocininas, auxinas, acido abscisico, etileno e giberelinas, além de
macronutrientes, micronutrientes, aminoacidos e vitaminas (Tarakhovskaya et al. 2007).
Segundo Khan et al. (2009), estas fitomoléculas beneficiam o desenvolvimento de parte aérea
e raiz, a abor¢cdo dos nutrientes, aumenta os niveis de pigmentos fotossintéticos, e melhora

desempenho e rendimento de culturas.

Alguns trabalhos demonstraram a viabilidade da cultura de tecidos para o cultivo in
vitro de P. peruviana. Foram reportados estudos voltados para multiplicagéo in vitro por via
direta (Guney et al. 2016; Singh et al. 2016), producdo de metabdlitos secundarios através de
calogénese (Lashin and Elhaw 2016) e conservacdo (Rezende et al. 2018). Entretanto ndo ha

relatos de estudos com estratégias para a reducao de custos do cultivo da espécie.

O litoral brasileiro possui uma incrivel biodiversidade de macroalgas que exibem
diversas aplicacbes biotecnoldgicas (Fernandes et al. 2014), dentre estas, Agardhiella
subulata (C.Agardh) Kraft & M.J.Wynne (Rhodphyta), uma espécie explorada para producao
de carragenana (Chopin et al. 1990). Neste contexto, o presente estudo foi realizado para
determinar a viabilidade da utilizacdo de seu extrato na conservacao in vitro e na regeneragdo
de brotos via organogénese direta de P. peruviana como suplemento orgéanico de baixo custo
para meios sintéticos. Este é o primeiro trabalho a demonstrar o aproveitamento de
macroalgas brasileiras no cultivo in vitro de plantas, como bem, o potencial de A. subulata no

desenvolvimento vegetal.
Materiais e métodos

Coleta, identificacdo e preparacéo do extrato de Agardhiella subulata

Agardhiella subulata foi coletada no recife costeiro da Praia da Penha, Municipio de
Vera Cruz, Ilha de Itaparica, Baia de Todos os Santos, Bahia (12°59°16.7°°S / 38°37°21.3°W)
em abril/2017, durante a baixa-mar. A identificacdo do taxon foi baseada em caracteristicas
morfolégicas e um exemplar sera tombado na colecdo de referéncia no Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS). A biomassa coletada foi triada em agua
do mar para eliminar particulas de areia, epifitas e outras impurezas, posteriormente, lavada
com agua corrente para retirar o excesso de sal. O material foi seco em estufa por 15 dias a 40
°C e pulverizado em moinho de facas. Para preparacédo do extrato de A. subulata (AsE), cerca
de 50 g de p6 da alga foi fervido em 500 mL de &gua destilada estéril a 50 °C durante 1h. A

mistura foi filtrada usando quatro camadas de pano tipo “musseline”. O filtrado foi seco em
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estufa a 40 °C até obtencdo do peso constante, e armazenado a 4 °C.

Determinacgéo do contetdo mineral e teor salinidade do extrato de Agardhiella subulata
(AsE)

Para determinacdo de macro e microelementos, o extrato (AsE) foi digerido em micro-
ondas na presenca de acido nitrico 65%. A leitura dos elementos foi realizada com
espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) (Perkin
Elmer). O teor de salinidade dos extratos foi medido através de refratdbmetro-salinbmetro.

Como padrdes foram usados agua destilada (0.0 ups) e marinha (36 ups).
Coleta e identificacdo de Physalis peruviana

As sementes de Physalis peruviana foram obtidas de plantas cultivadas na Unidade
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana localizada no municipio de
Feira de Santana (12°26°86,4°’S / 38°93°84,1’W). A identificacdo do tdxon foi baseada em
caracteristicas morfoldgicas e um exemplar sera tombado na colecdo de referéncia no
Herbério da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).

Experimento para conservacao in vitro de Physalis peruviana

Teste preliminares demonstraram que Physalis peruviana pode ser cultivada in vitro
em baixas concentracdo de Murashige and Skoog (MS) (dados ndo amostrados). Na tentativa
de reduzir os gastos da técnica, 0s experimentos para conservacdo in vitro foram realizados
com ¥ da concentracdo de MS. Os meios nutritivos compostos por MSYs sem suplementacao
e MS com forca total foram considerados como controles. Desta forma, as sementes foram
desinfestadas em etanol 70% por 30s seguido de solucdo de hipoclorito de sédio — NaOCI
(2,5% de cloro ativo) com uma gota de detergente neutro por 10 min e lavadas com trés
enxagues em agua destilada estéril. Foram inoculadas em tubos de ensaio (25 x 180 mm) com
20 mL de meio nutritivo MS (1, ¥, ¥4) suplementado com diferentes concentracdes de extrato
aquoso de A. subulata (AsE) (0,1,2,3,4 mg.ml™?) (Tabela 1). Ap6s 180 dias foram registradas
a taxa de sobrevivéncia e os parametros de crescimento, como numero de folhas verdes, e
comprimento e biomassa seca da parte aérea e raiz. O teor de clorofila foi determinado atraves
do método de Arnon (1949). Cerca de 20mg de folhas frescas de cada tratamento foram
incubadas em 10 mL de acetona 80% por 24 h no escuro. As absorbancias das amostras foram
lidas nos comprimentos 645 nm e 663 nm. Para avaliar a capacidade regenerativa, 0 né

cotiledonar foi isolado e inoculado em meio MS ¥ isento de extrato e de regulador vegetal e
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mantido em sala de crescimento por 30 dias, quando foi avaliada a porcentagem de explantes

responsivos, o nimero de brotos por explante e comprimento destes.
Experimento para organogénese direta de Physalis peruviana

Para avaliar a regeneracdo de brotos via organogénese direta foi utilizado o né
cotiledonar de plantas com 45 dias de idade germinadas em meio nutritivo MS %2 (Rodrigues
et al. 2013). O explante foi inoculado em tubos de ensaio (25 x 150 mm) com 10 mL de meio
MS suplementado com 11,1 uM de BAP (6-benzilaminopurina), 0,024 uM de IBA (&cido
indolil-3-butirico) (Singh et al. 2016) e diferentes concentragdes de AsE (0,1,2,3,4 mg.ml?)
(Tabela 2).

Apo6s 30 dias de cultivo foi registrada a porcentagem de explantes com brotos, o
namero de brotos por explante além de comprimento e biomassa seca dos brotos. Parte dos
brotos obtidos foram individualizados e transplantados para meio MS isento de reguladores
vegetais e extrato para induzir o crescimento da parte aérea e raizes. Foi avaliado

comprimento e biomassa seca da parte aérea e raiz das microplantas ao final de 30 dias.
Condic0es gerais de cultivo

Em todos os meios nutritivos foram adicionados 30 g.L* de sacarose e 7 g L™ de 4gar.
O pH foi ajustado entre 5,6 - 5,8 e esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 °C e 1,0
atm de pressdo. Os experimentos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de

16h, temperatura de 25 + 3°C e luz branca fluorescente a 60 umol m2s™,
Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados foram
testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram
avaliados pelo teste de Tukey e os ndo paramétricos pelo teste de Mann-Whitney, ambos a 5%
de significancia. As analises foram realizadas no software PAST (Hammer et al. 2001).

Resultados

Conservacao in vitro de Physalis peruviana

A composi¢do do meio nutritivo influenciou na sobrevivéncia e no crescimento das
plantas com 180 dias de cultivo (Fig. 1a-g). Foi observada 100% de sobrevivéncia em meio

MS e MS ¥ suplementado com extrato de A. subulata (AsSE) (Tabela 3). As plantas
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cultivadas em MS % e MS ¥4 ndo resistiram ao tempo de cultivo. O nimero de folhas verdes
foi significativamente maior nos tratamentos com MS % + 4 mg.ml™ de AsE. (Tabela 3). A
suplementagdo com 1 e 2 mg.ml™? de extrato aumentou o comprimento da parte aérea das
plantas. Entretanto, o enriquecimento do meio MS % com 2, 3 e 4 mg.ml* de AsE reduziu
sensivelmente o comprimento da raiz e da biomassa seca da parte aérea e raizes (Tabela 3). A
avaliacdo geral dos parametros de crescimento ndo demonstrou diferenca significativa entre
0s meios MS e MSY, + 1 mg.mI*AsE, indicando ser um substituto alternativo viavel para o

cultivo in vitro de P. peruviana.

Os dados indicaram que a suplementacdo com ASE possui um efeito positivo sobre a
biossintese da clorofila em comparagdo com o meio MS (Tabela 4). As maiores médias foram
registradas em plantas cultivadas com MS ¥4 + 4 mg.mI*AsE; apenas para clorofila a o teor

encontrado neste tratamento n&o diferiu do obtido no meio MSY + 1 mg.mI*AsE.

Todas as plantas cultivadas com MS e MSYs suplementado mantiveram a capacidade
regenerativa a partir do no cotiledonar (Fig. 2a), no entanto, apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao numero de brotos por explante e comprimento dos brotos (Fig. 2b,
2c). Os explantes provinientes de plantas cultivadas com AsSE produziram, cada um, uma
média de dois brotos com aproximadamente 1,5 cm de comprimento, enquanto que, 0 MS,
apenas um broto com tamanho 4x maior. Neste Ultimo foi observada a regeneracdo

espontanea ainda na planta mée de uma das gemas do no cotiledonar (Fig. 1h).
Organogénese direta de Physalis peruviana

A regeneracdo do no cotiledonar ocorreu por organogénese direta (Fig. 3e-i). Todos 0s
explantes produziram brotos com tamanho uniforme (Fig. 3a, 3c), embora a adicdo de AsE ao
meio nutritivo tenha reduzido o nimero destes (Fig. 3b). Também foi observada a diminuicdo
da biomassa seca com adicdo de 1e 4 mg.ml? de extrato quando comparado com o controle
(Fig. 3d).

Apbs a individualizacdo dos brotos, ocorreu o crescimento da parte aérea e a formacao
do sistema radicular, originando microplantas completas e normais (Fig. 3n-r). Os parametros
de crescimento analisados apresentaram comportamento similar em relacdo aos tratamentos
testados (Fig. 3j-m). Apds 30 dias, os brotos obtidos em meio MS + 2 e 3 mg.ml* AsE
apresentaram comprimento e biomassa seca da parte aérea e das raizes significativamente

maior em comparagdo com as microplantas originadas de brotos obtidos em meio MS e MS +
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1 mg.mIt AsE. Entre os meios suplementados com AsE, a utilizagdo da concentracdo 4
mg.ml reduziu significativamente o crescimento das microplantas em todos os paraméntros

avaliados, mas ndo deferiu do controle.

Determinacdo do conteldo mineral e teor de salinidade do extrato de Agardhiella
subulata (AsE)

A analise da composicdo mineral de AsSE revelou a presenca de macro e
microelementos, tais como, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e Zn. O teor de salinidade no extrato é

irrisério apresentando valor proximo ao encontrado na dgua destilada (Tabela 5).
Discussao

Na conservagdo in vitro, o crescimento minimo das plantas é comumente atingido
adicionando altas concentracdes de sacarose e acuUcares alcoois como sorbitol, glicerol e
manitol ao meio nutritivo (Yaseen et al. 2013). Demo et al. (2008) estimaram que a adi¢édo de
fontes de carbono de grau laboratorial contribuiu com cerca de 34% no custo de producao,
tornando a cultura de tecidos mais dispendiosa. Recentemente, Rezende et al. (2018) testaram
o efeito de sacarose, manitol e sorbitol associado com a variacdo de temperatura para
conservacao de segmentos nodais de P. peruviana. Os autores afirmaram ser possivel manter

o cultivo por 90 dias a 18°C, em meio com adigdo de 30 g.L™ de sacarose.

Os resultados do presente estudo demostraram que a reducdo do MS para ¥ da sua
forca mais a suplementacdo com extrato de A. subulata (AsE) foi capaz de manter P.
peruviana por 180 dias in vitro sem necessidade de sub-cultivo (Fig. 1). As concentragdes
mais altas de extrato induziram o crescimento lento nas plantas como pode ser notado pela
reducdo drastica do comprimento da raiz e biomassa seca da parte aérea e raizes (Tabela 3).
Estes dados estdo de acordo com resultados demonstrados por Kowalski et al (1999), que
relataram a diminuigcdo do comprimento e da biomassa seca das plantas de batata cultivadas in

vitro com ‘Kelpak®’.

A sobrevivéncia das plantas em meio MSY% suplementado com AsE, mesmo com a
reducdo das concentracBes de sais, pode esta correlacionada com a presenga de macro e
microelementos no extrato A. subulata (Tabela 5). Diversos trabalhos comprovaram que
nutrientes minerais, além de polissacarideos, acidos graxos, vitaminas, fitohormonios, sdo
constituintes comuns em extrato de macroalgas marinhas (Khan et al. 2009; Stirk and Van
Staden 2014; Nabti et al. 2017). Segundo Battacharyya et al. (2015), estes compostos
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bioativos podem aumentar o crescimento de plantas e melhorar a tolerancia das culturas a
estresses abidticos, como salinidade, temperaturas extremas, deficiéncia de nutrientes e seca.
Hernandez-Herrera et al. (2014) demonstraram que a presenca de Na, K, Ca e P nos extratos
de Ulva lactuca L. e Padina gymnospora (Ktz.) Sond. e a utilizacdo destes como excelentes

bioestimulantes para germinacgéo e crescimento do tomateiro (Solanum lycopersicum L.).

Varios autores também sugerem que o tratamento com extrato de macroalgas aumenta
as concentracgdes de clorofila nas folhas (Blunden et al. 1996; Thirumaran et al. 2009; Sabir
et al. 2014), como foi atestado neste estudo (Tabela 4). Castro et al. (2012) demonstraram
que a utilizacdo de carragenana aumentou a fotossintese liquida, a eficiéncia do fotossistema

Il e 0 niveis de clorofila a e b em plantas de tabaco.

Sem suplementacdo, as plantas cultivadas em meio MS foram submetidas a condicédo
de estresse devido a pouca quantidade de nutrientes para manutencdo do cultivo por um
periodo mais longo. A deficiéncia nutricional pode ter levado a regeneracdo espontanea de
uma das gemas do no cotiledonar como uma estratégia de sobrevivéncia (Fig. 1h). Segundo,
Peres (2002), em condicdo desfavoravel pode ocorrer a diferenciacdo de meristemas para
formacdo de novos 6rgdos com intuito de garantir a sobrevivéncia e reproducdo. Apos 0
isolamento e sub cultivo do no cotiledonar em meio nutritivo adequado, o desenvolvimento

fisiolégico foi normalizado, embora o nimero de brotos tenha sido negativamente afetado
(Fig 2).

Alguns trabalhos sugeriram que os extratos de macroalgas marinhas possuem a
capacidade de modular vias da biossintese de fitohormo6nios em plantas. Patel et al. (2018) e
Wally et al. (2013) evidenciaram aumento da expressdo de citocinina e &cido abscisico (ABA)
e reducdo dos niveis de auxina em plantas estabelecidas in vitro com Kappaphycus alvarezi
(Doty) Doty ex P.C.Silva e Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis, respectivamente. A baixa
producdo de auxina pode ser atribuida ao efeito antagdnico do aumento da citocinina e ABA,
0 que pode, pelo menos em parte, explicar a reducdo do crescimento e da biomassa das raizes
neste estudo (Tabela 2). Segundo Carimi et al. (2003), em estudo in vitro feito com cenoura
(Daucus carota L.) e Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, concentragdes elevadas de citocininas
bloqueiam a proliferacdo celular e induzem a morte celular programada. Além disso, 0s
autores descobriram que o ABA protege as células contra a morte celular causada pela
citocinina. Outras pesquisas relataram o uso de ABA para induzir crescimento lento in vitro

em muitas espécies de planta (Jarret and Gawel 1991; Gopal et al. 2004; El-Dawayati 2017).
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Estas observagdes sugerem que as relaces antagonicas entre os fitohormonios podem regular
0 crescimento e retardar a senescéncia das plantas in vitro, portanto, uma possivel estratégia

para conservacao.

Singh et al. (2016) propuseram um protocolo para multiplicacdo in vitro de P.
peruviana, via organogénese direta, usando segmentos nodais e internodais. O explante nodal
foi considerado melhor para a proliferagdo de brotos quando cultivado em BAP (2,5 mg.L %) e
IBA (0,05 mg.L™?) produzindo a média de 4,75 brotos por explantes com aproximadamente
4,87cm de comprimento. Os autores também salientam que o enraizamento so foi possivel
apos transferéncia para meio suplementando com IBA. A producdo e comprimentos dos
brotos obtidos no presente estudo foi inferior mesmo utilizando as concentragdes de
reguladores recomenda pelos autores (Fig. 3b, 3c, 3e-i). A suplementacdo com extrato de A.
subulata reduziu o nimero de brotos por explante e a biomassa seca dos mesmos (Fig. 2).
Entretanto, o tratamento com extrato da macroalga produziu brotos mais vigorosos (Fig. 3j-
m). Também foi observado o desenvolvimento de raizes em meio isento de regulador de
crescimento vegetal (Fig. 3k), portanto, ndo ha necessidade de seu acréscimo como relato por
Singh et al. (2016), o que diminuiria o custo do cultivo. Segundo Carmo et al. (dados néo
publicados/ver capitulo 1), os relatos da literatura indicam que a suplementacdo do meio com
extrato de macroalgas ndo € significativo para promover a multiplicacdo das plantas, mas é
benéfico para o0 aumento do crescimento da parte aérea e raizes e biomassa dos brotos, quando
utilizados em concentragdes baixas. Estes efeitos fisioldgicos assemelham-se aos dos
fitohormonios que possuem efeito estimulatério em baixas concentracfes e inibitério em

altas.

Conclusao

Este estudo demonstrou que a adi¢do do extrato de Agardhiella subulata ao meio
nutritivo promove a reducdo do crescimento in vitro de Physalis peruviana e mantém a
capacidade regenerativa das plantas, portanto, indicado como método alternativo de baixo
custo para conservacao in vitro a curto prazo. A utilizacdo do extrato para multiplicacdo via
organogénese direta ndo é favoravel para producdo de brotos. No entanto, a suplementacéo

em com 2 e 3 mg.mL™* produz brotos mais vigorosos.
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Tabela 1 Composicdo do meio nutritivo com diferentes concentracfes de MS e de extrato de Agardhiella

subulata (AsE) na conservacao in vitro de Physalis peruviana.

Tratamento

Composicdo do meio nutritivo

1

~N o oA WN

MS

MS %

MS Y

MS % + 1 mg.ml AsE
MS Y4 + 2 mg.mlt AsE
MS Y4 + 3 mg.mlt AsE
MS % + 4 mg.ml* AsE

Tabela 2 Composigdo do meio nutritivo MS com diferentes concentracBes de extrato de Agardhiella subulata

(AsE) na propagagcdo in vitro de Physalis peruviana via organogénese direta.

Tratamentos

Composigdo do meio nutritivo

1.

2
3.
4
5

MS + BAP (11,1 uM) + IBA (0,024 uM) (controle)

MS + 1 mg.mIt AsE + BAP (11,1 uM) + IBA (0,024 uM)
MS + 2 mg.mI"t AsE + BAP (11,1 uM) + IBA (0,024 uM)
MS + 3 mg.mI"t AsE + BAP (11,1 uM) + IBA (0,024 uM)
MS + 4 mg.mI"t AsE + BAP (11,1 uM) + IBA (0,024 uM)




Tabela 3 Taxa de sobrevivéncia e parametros de crescimento de Physalis peruviana ap6s 180 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo MS e MS ¥ suplementados com

extrato de Agardhiella subulata (AsE).

Biomassa seca

L ) Taxa de Ndmero de Comprimento ~ Comprimento ~ Biomassa seca

Composicéo do meio . folhas verdes . L . .

UitV sobrevivéncia da parte aérea  da maior raiz da parte aerea das raizes
(%) (cm)* (cm) (mg) (mg)

MS 100 + 07 3,6 +0,388 21,1+0,85° 9,76 £ 0,84 75,7 £ 9,24 32+£3,144

MS % 0+08 - - - - -

MS Y 0+08 - - - - -

MS % + 1 mg.mItAsE 100 + 0A 4,6 £0,79/8 28,79 £1,25%  10,1+0,64* 81,02 £ 11,124 365,07

MS % + 2 mg.mItAsE 100 + 0A 3,9+0,338 23,45+1,45% 493+0,84%¢ 39,68 +10,318¢ 16,97 +7,17°

MS % + 3 mg.mItAsE 100 + 0A 4,6 £0,418 20,53+1,28° 4,66 +0,71° 16,4 + 2,94 2,14 +£1,28

MS % + 4 mg.mI"*AsE 100 + 04 5,6 + 0,324 21,81+1,26° 6,86+0,718 22,22 + 2,598 1,17 £ 0,298

Valores representam a média + erro padrdo (n=15)

Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (letras minusculas) e Mann-Whitney (letras maitsculas) (p < 0,05)

*Teste de Tukey realizados com médias transformados em log
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Tabela 4 Teores de clorofila a, b e total (mg.g* de matéria fresca) de Physalis peruviana apés 180 dias de

cultivo em meio nutritivo MS e MS % suplementado com extrato de Agardhiella subulata (AsE).

Meio nutritivo Clorofila a Clorofila b Clorofila total
MS 1,72 +0,23° 1,57 £ 0,45° 2,93+ 0,54°
MS % + 1mg.ml*AsE 2,63+0,056® 3,14+0,1° 5,77 +0,13"
MS % + 2 mg.ml2AsE 1,97 £0,2° 2,96 + 0,25 4,93 +0,24°
MS % + 3 mg.mlAsE 1,95+0,17° 2,26 +0,19 4,21 +0,36"
MS % + 4 mg.ml2AsE 3,62 £ 0,252 4,64 + 0,232 8,26 £ 0,478

Valores representam a média + erro padrdo (n=3)

Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Tabela 5 Composi¢do mineral e teor de salinidade estimados no extrato de Agardhiella subulata (AsSE).

Composigdo mineral e teor de salinidade

Macroelementos (g.kg)
Fosforo (P)

Potéssio (K)

Célcio (Ca)

Magnésio (Mg)

Enxofre (S)

Microelementos (mg.kg™)
Boro (B)

Ferro (Fe)

Manganés (Mn)

Zinco (Zn)

Teor de salinidade (ups)
1 mg.ml?t
2 mg.ml?
3 mg.ml?

4 mg.ml?t

0,76 £ 0,08
111,96 £ 2,14
23,06 £ 1,44
158+ 2,61
59,36 + 0,64

218,83 + 17,16
858,66 * 164,20
38 +12,35
1.232 + 541,80

0+0

0,10
02=%0
02=%0

Valores representam a média + erro padrdo (n=3)
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Figuras

Fig. 1 a-g Aspecto geral de Physalis peruviana ap6s 180 dias de cultivo in vitro em diferentes meios nutritivos
em fungdo do MS suplementado com extrato de Agardhiella subulata (AsE) a MS . b MS %. ¢ MS Y. d MS Y4
+ 1mg.mIAsE. e MS % + 2 mg.mIAsE. f MS % + 3 mg.mIAsE. g MS % + 4 mg.mI*AsE. h Regeneracdo
espontanea de uma das gemas do segmento nodal de planta cultivada em MS. i-j Brotos oriundos da regeneracao

do né cotiledonar das plantas cultivada em MS (i) e MS ¥ suplementado com AsE (j) com 30 dias de idade.

Barra= 1cm.
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Fig. 2 Regeneracdo do né cotiledonar de Physalis peruviana proveniente da conservacéo in vitro em meio MS e
MS % suplementado com diferentes concentraces de extrato de Agardhiella subulata (AsE) ap6s 30 dias de
cultivo. Valores representam a média + erro padrdo (n=15). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).
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Fig. 3 Efeitos do extrato de Agardhiella subulata (AsE) na organogénese direta de Physalis peruviana. a-d
Efeitos de AsE na formacdo de brotos. Valores representam a média + erro padrdo (n=12). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05). e-i Brotos com 30 dias de idade obtidos a partir do n6
cotiledonar cultivado em meio MS + BAP + IBA + AsE: e controle; f 1 mg.mlIt AsE; g 2 mg.ml* AsE; h 3
mg.ml* AsE; i 4 mg.ml"* AsE. j-m Pardmetros de crescimento dos brotos individualizados ap6s 30 dias de
cultivo em meio MS isento de AsE e reguladores. Valores representam a média £ curva de tendéncia (n=10).
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05). n-r Aspecto geral das microplantas
apos 30 dias de cultivo em meio MS isento de AsE e reguladores de crescimento vegetal obtidas de brotos
proveniente do meio sem suplementacdo: n (controle); e com suplementacéo: 0 1 mg.ml* Asg; p 2 mg.ml* AsE;

g 3 mg.mIt AsE; r 4 mg.ml-* AsE. Barra= lcm.
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CAPI'TU LO 3

Extratos de macroalgas vermelhas afetam o crescimento in vitro e

a formacio de brotos em “sempre-viva de Mucugé”, uma espécie

endémica da Chapada Diamantina - Brasil em risco de extingao.

Red seaweeds extracts affect in vitro growth and shoots formation in
“sempre-viva of Mucugé”, an endemic species of the endangered

Chapada Diamantina - Brazil.

Este capitulo serd submetido a revista South African Journal of Botany ISSN 0254-6299
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Extratos de macroalgas vermelhas afetam o crescimento in vitro e a formacéo de
brotos em “sempre-viva de Mucugé”, uma espécie endémica da Chapada

Diamantina - Brasil em risco de extincao.

L. P. Carmo”, C. W. N. Moura, A. Lima-Brito

Universidade Estadual de Feira de Santana, 44036-900, Feira de Santana, Bahia, Brasil.

* Corresponding author

E-mail address: luaneportela@yahoo.com.br (L.P. Carmo), wallace@uefs.br (C.W.N.

Moura), A. Lima-Brito (alone@uefs.br)

Destaques:

1 A utilizacdo de meio Murashige and Skoog com metade das concentragdes salinas e
15 g/L de sacarose foi eficiente para manter a sobrevivéncia das plantas por mais de 360

dias, sem subcultivo.

2 A suplementacdo do meio com altas concentracgdes do extrato de Argadhiella subulata

diminuiu a germinagéo e o crescimento in vitro mas induziu a formacéo de brotos.

3 A suplementacdo do meio com o extrato de Gracilaria aumentou a formacédo de

brotos.

4 A suplementacdo do meio com o extrato de Hypnea pseudomusciformis aumentou o

crescimento dos brotos.
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Resumo

A espécie Comanthera mucugensis (Eriocaulaceae), também conhecida como “sempre-
viva de Mucugé”, endémica da Chapada Diamantina, Brasil, tem grande potencial
ornamental e importancia ecoldgica. Atualmente, encontra-se em risco de extingao
devido a reducdo das populagdes naturais ocasionada pela exploragdo extrativista,
queimadas e atividade agropecuédria. Esforcos estdo sendo reunido na tentativa de
estabelecer a producdo de mudas e a conservagdo ex situ através da cultura de tecidos
vegetais. Diversos trabalhos reportaram que a utilizagdo de bioestimulantes organicos
pode melhorar a eficiéncia do cultivo in vitro. Neste sentido, o presente estudo avaliou
os efeitos da suplementacdo do meio de cultura com extratos de macroalgas vermelhas
no cultivo de C. mucugensis. As sementes foram germinadas e cultivadas em meio
Murashige & Skoog com metade da concentragdo salina (MS%2) suplementado com
diferentes concentragdes do extrato de Agardhiella subulata (0,1,2,3, 4 mg/mL) por 370
dias. Para induzir a formacdo de brotos, microplantas da espécie foram cultivadas por
160 dias em trés tipos de meio; MSY%, MS% + 1 mg/mL de extrato de Hpynea
pseudomusciformis e MSY%2 + 1 mg/mL de extrato de Gracilaria sp. O estabelecimento
in vitro de C. mucugensis com altas concentracdes do extrato de A. subulata diminuiu a
germinacdo das sementes, a sobrevivéncia e o crescimento das plantas, contudo,
promoveu a formacdo de brotos. A adicdo do extrato de Gracilaria sp. dobrou a
producdo de brotos a partir de microplantas, ao passo que, H. pseudomusciformis
interferiu positivamente no crescimento da parte aérea e raizes dos brotos. Portanto, a
utilizacdo dos extratos das macroalgas no meio pode ser considerada um método
alternativo para propagacdo e conservacdo in vitro de C. mucugensis. Este é o primeiro
trabalho a demonstrar o efeitos desses bioestimulantes no cultivo in vitro das “sempre-

vivas”.
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Palavras-chaves: Eriocaulaceae; Comanthera mucugensis; conservacdo ex Situ;

multiplicacdo in vitro; bioestimulantes; Rhodophyta.

Abstract

The specie Comanthera mucugensis (Eriocaulaceae), also known as “sempre-viva of
Mucugé”, endemic to Chapada Diamantina, Brazil, has great ornamental potential and
ecological importance. Currently, it is in danger of extinction due to the reduction of
natural populations caused by extraction, burning and agricultural activity. Efforts are
being pooled in an attempt to establish seedling production and ex situ conservation
through plant tissue culture. Several studies have reported that the use of organic
biostimulants can improve the efficiency of in vitro cultivation. In this sense, the present
study evaluated the effects of culture medium supplementation with red seaweeds
extracts on C. mucugensis cultivation. The seeds were germinated and cultivated in
Murashige and Skoog medium with half saline concentration (MS¥2) supplemented with
different concentrations of Agardhiella subulata extract (0, 1, 2, 3, 4 mg/mL) for 370
days. To induce bud formation, microplants of the species were cultivated for 160 days
in three types of medium; MSY%, MS% + 1 mg/mL Hpynea pseudomusciformis extract
and MSY% + 1 mg/mL Gracilaria sp. In vitro establishment of C. mucugensis with high
concentrations of A. subulata extract reduced seed germination, plant survival and
growth, however, promoted shoots formation. The addition of Gracilaria sp. doubled
the production of shoots from microplants, whereas H. pseudomusciformis had a
positive effect on shoot aerial part and root growth. Therefore, the use of seaweeds
extracts in the medium can be considered an alternative method for in vitro propagation
and conservation of C. mucugensis. This is the first work to demonstrate the effects of

these biostimulants on in vitro cultivation of “sempre-vivas”.
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Keywords: Eriocaulaceae; Comanthera mucugensis; ex situ conservation; in vitro

multiplication; biostimulants; Rhodophyta
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1. Introducéo

A Chapada Diamantina, localizada no centro do estado da Bahia (Brasil), possui
uma flora extremamente diversificada, incluindo espécies ornamentais economicamente
importantes. Muitas destas espécies sdo endémicas e a exploracdo extrativista para o
mercado floristico levou a uma reducdo significativa das popula¢des naturais (Costa et
al., 2008). Dentre os casos mais criticos, estdo algumas espécies de “sempre-vivas”,
nome genérico dado as plantas cuja as flores, apos serem colhidas, conservam a cor e a

forma por um periodo longo de tempo (Giulietti et al., 1988).

Conhecida como “sempre viva de Mucugé”, Comanthera mucugensis (Giul.)
L.R.Parra & Giul. (basidbnimo = Syngonanthus mucugensis) (Eriocaulaceae) esta
classificada como espécie “em risco” de extingdo (Martinelli and Moraes, 2013). Sua
coleta foi proibida, embora a exploracdo ainda persista (Costa et al., 2008). Além do
extrativismo, as queimadas e a agropecudria contribuem para a reducdo da populacdo e
continua perda da qualidade do habitat (Martinelli and Moraes, 2013). Sua conservacgédo
estd restrita a preservacdo em seu ambiente natural no Parque Nacional da Chapada
Diamantina e ao estabelecimento de protocolos para a manutencdo ex situ (Lima-Brito

et al., 2015, Lima-Brito et al., 2011a).

A propagagéo de plantas in vitro pode contribuir para o sustento do cultivo e
manejo de gendtipos comercialmente importantes de espécies nativas superexploradas
e/ou em risco nos seus habitats naturais. Desta forma evita-se 0 extrativismo in situ
descomedido que vem causando perda de biodiversidade por erosdo genética e extingédo

de muitas espécies (Pilatti et al., 2011).

Nos ultimos anos, alguns estudos demonstraram que a técnica de cultura de

tecidos vegetais € uma alternativa viavel para a propagacdo e conservagdo in vitro de
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espécies de “sempre-vivas”. A micropropagac¢do, via organogénese indireta, foi indicada
para C. elegantula (Ruhland) L.R.Parra & Giul. (Pégo et al., 2013, como Syngonanthus
elegantulus) e C. elegans (Bong.) L.R.Parra & Giul. (Pégo et al., 2014, como
Syngonanthus elegans). A germinagdo e o crescimento in vitro de C. curralensis
(Moldenke) L.R.Parra & Giul. foi demonstrado por Albuquerque et al. 2016 utilizando

o0 sistema do co-cultivo.

O estabelecimento in vitro de C. mucugensis foi inicialmente proposto por
Paix&o-Santos et al. (2003) e Silva et al. (2005a, 2005b). Posteriormente, Lima-brito et
al. (2011b) avaliaram a morfogénese in vitro da espécie e propuseram as diretrizes para
a multiplicacdo por organogénese direta e indireta. Outros estudos estabeleceram o
protocolo para a conservagao in vitro da “sempre-viva de Mucugé” (Lima-Brito et al.,

2011a; 2015).

Apesar dos resultados demonstrado em estudos anteriores, a propagacao in vitro
de C. mucugensis ainda é limitada e ndo atende adequadamente a demanda para o
mercado de flores secas. Além disso, 0 baixo sucesso na etapa da aclimatizacdo das
plantas agrava a viabilidade comercial do método (Lima-Brito et al., 2016). Desta
forma, esforgos sdo necessarios para otimizar do cultivo in vitro desta espécie, visando a
criacdo de um sistema de producdo de mudas eficiente capaz de superar a exploracédo in

situ, consequentemente, contribuindo com a manutencdo do germoplasma.

Para melhorar a eficiéncia das culturas de células e tecidos vegetais in vitro, a
suplementacdo do meio de cultura com bioestimulantes organicos como tem sido
frequentemente reportado em diversos trabalhos (Eeuwens, 1978; Gurusaravanan et al.,

2013; Wiszniewska et al., 2013).
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Recentemente, a atividade bioestimulante dos extrato de macroalgas marinhas
foi avaliado no cultivo in vitro de diversas plantas envolvendo os processos de
organogénese e embriogénese somatica (Gayathri et al., 2015; Satish et al., 2016;
Esserti et al., 2017; Venkatachalam et al., 2017). Acredita-se que fitohorménios como
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno, betaina e poliaminas além de
macro e micronutrientes, vitaminas, aminodcidos, polissacarideos e substancias
secundarias presentes nos extratos algacéos atuem no metabolismo celular de plantas

estimulando processos de morfogénese e crescimento (Battacharyya et al., 2015).

O litoral brasileiro possui uma grande diversidade de macroalgas vermelhas
(Rhodophyta), no entanto, o potencial dessas espécies como bioestimulantes no cultivo
in vitro de plantas ainda € pouco explorado. Neste contexto, o presente estudo avaliou
os efeitos dos extratos de rodoficeas coletadas no litoral do Brasil no crescimento e
multiplicacdo in vitro de C. mucugensis. Este é o primeiro trabalho que demonstra o

aproveitamento das macroalgas marinhas no cultivo in vitro das “sempre-vivas”.

2. Materiais e métodos

2.1.  Coleta, identificacdo e preparacdo dos extratos das macroalgas

A selecdo das espécies foi determinada pela condicdo de campo e pela
quantidade de biomassa disponivel. Desta forma, Agardhiella subulata, Hypnea
pseudomusciformis e Gracilaria sp. foram coletadas no recife costeiro da Praia da
Penha - Ilha de Itaparica, Bahia, Brasil (12°59°16.7°’S / 38°37°21.3”’W) em abril/2017,
durante a baixa-mar. A identificacdo dos taxons foi baseada em caracteristicas
morfologicas e um exemplar foi tombado na colecdo de referéncia no Herbario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS XXXXXXXX, XXXXX,

respectivamente). As macroalgas coletadas foram triadas em agua do mar para eliminar
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particulas de areia, epifitas e outras impurezas, posteriormente, lavadas com agua
corrente para retirar o excesso de sal. Foram secas em estufa por 15 dias a 40 °C e

pulverizadas em moinho de facas.

Para preparacdo do extrato de A. subulata (AsE), H. pseudomusciformis (HpE) e
Gracilaria sp.(GrE), cerca de 50 g de p6 de cada macroalga foi fervido em 500 mL de
agua destilada estéril a 50 °C durante 1h. A mistura foi filtrada usando quatro camadas
de pano tipo “musseline”, seca em estufa a 40 °C até obtencdo do peso constante, e

armazenada a 4 °C.

2.2.  Determinacdo do contetido mineral dos extratos das macroalgas

Para determinacdo do fésforo (P), potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre
(S), boro (B), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), os extrato de Agardhiella.
subulata (AsE), Hypnea pseudomusciformis (HpE) e Gracilaria sp.(GrE) foram
digeridos em micro-ondas na presenca de acido nitrico 65%. A leitura dos elementos foi
realizada com espectrometria de emissdo 6ptica por plasma acoplado indutivamente

(ICP-OES) (Perkin Elmer) em triplicata.

2.3.  Coleta e identificacdo de Comanthera mucugensis

As sementes de Comanthera mucugensis foram coletadas no Parque Municipal
de Mucugé localizado no municipio de Mucugé (12°99°21,3”’S e 41°34°19,6°W),
Chapada Diamantina, Bahia, Brasil. A identificacdo do taxon foi baseada em
caracteristicas morfologicas e um exemplar foi tombado na colecdo de referéncia no

Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS xxxx).
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2.4.  Crescimento in vitro de Comanthera mucugensis em meio suplementado com

extrato de Agardhiella subulata (AsE)

As sementes de Comanthera mucugensis foram desinfestadas em etanol 70% por
30 s seguido de solugdo de hipoclorito de sédio — NaOCI (2,5% de cloro ativo) com
uma gota de detergente neutro por 10 min e lavadas com trés enxagues em agua
destilada estéril. Foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige and Skoog,
1962) com metade da concentragdo salina (MS%2) suplementado com diferentes
concentragdes de extrato de A. subulata (AsE) (1,2,3,4 mg/mL). O meio MSYz isento de

extrato foi utilizado como controle.

Apds 30 dias foi registrada a taxa de germinacdo considerando germinadas as
sementes com protrusdo do eixo embrionario superior a 2-3mm. Ao final de 370 dias foi
avaliada a taxa de sobrevivéncia das plantas germinadas, assim como 0s parametros de
crescimento: comprimento da parte aérea e da raiz, nimero de raizes e peso seco da
parte aérea e raizes. Tambeém foi analisada a porcentagem de plantas com brotos e o
namero de brotos emitidos por planta. O experimento foi composto por vinte repetices

por tratamento.

2.5.  Multiplicagédo in vitro de Comanthera mucugensis em meio suplementado com

extrato de Hypnea pseudomusciformis (HpE) e Gracilaria sp. (GrE)

Para induzir a formacdo de brotos foram utilizadas microplantas de Comanthera
mucugensis com aproximadamente 1 cm, previamente obtidas por organogénese direta
em meio livre de regulador vegetal e/ ou extrato, como explantes. Em seguida, foram
inoculadas em meio MSY2 + 1 mg/mL de extrato de H. pseudomusciformis (HpE) e em
MS¥2 + 1 mg/mL de extrato de Gracilaria sp. (GrE). O meio MS¥z isento de extrato foi

considerado como controle.
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Apos 160 dias de cultivo foram registrados a taxa de sobrevivéncia, numero de
microplantas que produziram brotos, nimero de brotos por microplanta e comprimento
da parte aérea e da raiz dos brotos. O experimento foi composto por vinte repeti¢des por

tratamento.
2.6.  Condic0es gerais de cultivo

Em todos meios de cultura foram adicionados 15 g/L de sacarose e 7 g/L de
agar. Em seguida, o pH foi ajustado entre 5,6 - 5,8 e esterilizado em autoclave por 15
minutos a 121 °C e 1,0 atm de pressdo. Os experimentos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16h, temperatura de 25 + 3°C e luz branca fluorescente

a 60 pumol m-s,
2.7.Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os
resultados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
paramétricos foram avaliados pela analise de variancia ANOVA seguido pelo teste de
Tukey e 0s ndo paramétricos pela analise de variancia de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Mann-Whitney. Todas analises foram realizados a 5% de significancia no

software PAST (Hammer et al. 2001).

3. Resultados

3.1.  Composigdo mineral dos extratos de macroalgas

A anélise da composicdo mineral dos extratos das macroalgas revelou a presenca
de macro e microelementos, tais como, fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), enxofre (S), boro (B), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) (Tabela 1). O

maior teor de fosforo foi registrado nos extratos de H. pseudomusciformis e Gracilaria
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sp. A quantidade de potassio nos extratos de A. subulata e Gracilaria sp. foi cerca de 4x
vezes maior quando comparada com HpE. Os niveis de enxofre e boro foram
significativamente maiores em AsSE e HpE. As concentracGes de célcio, magnésio,
ferro, manganés e zinco nos extratos das trés macroalgas foram estatisticamente

semelhantes, no entanto, ressaltar-se que o contetdo de ferro e zinco é bastante alto.

3.2.  Crescimento in vitro de Comanthera mucugensis em meio suplementado com

extrato de Agardhiella subulata (AsE)

A suplementacdo do meio de cultura com extrato de A. subulata afetou
negativamente as taxas de germinacéo e de sobrevivéncia de C. mucugensis (Tabela 2).
A adicdo do extrato nas concentracfes 2 ,3 e 4 mg/mL diminuiu significativamente a
taxa de germinacdo das sementes quando comparada com o controle. A taxa de
sobrevivéncia das plantas cultivadas com o extrato da macroalga também reduziu,
sobretudo, no meio com 2 mg/mL de AsSE. A melhor taxa de germinacdo e de
sobrevivéncia foi observada no controle (meio sem suplementacdo) que manteve a

viabilidade das plantas em 100%.

O crescimento in vitro de C. mucugensis foi significativamente afetado pelo
extrato de A. subulata (Figura 1). A suplementacdo do meio com 2, 3 e 4 mg/mL AsE
reduziu drasticamente o comprimento da parte aérea e 0 nimero de raizes (Tabela 3).
Em comparacdo com o controle, as plantas cultivadas com 3 e 4 mg/ml AsE
apresentaram o menor comprimento da raiz. A adi¢do de extrato também diminui o
peso seco da parte area e das raizes, embora, a suplementa¢do do meio com 1 mg/mL

ndo tenha diferido do controle.

Também foi observado a formacdo de brotos a partir das plantas cultivadas em

MSY2 e MSY. com suplementacdo de AsE, exceto na concentragdo 2 mg/mL (Tabela 4).
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A maior porcentagem de plantas com broto foi obtida no meio suplementado com 3 e 4
mg/mL de AsE apresentando uma taxa 2,5 - 3,2x superior que o controle. O nimero de
brotos por planta também foi significativamente maior nos tratamentos com alta
concentracdo de ASE, produzindo em média 3-4x mais brotos que o meio sem a

suplementacao.

3.3.  Multiplicagdo in vitro de Comanthera mucugensis em meio suplementado com

extrato de Hypnea pseudomusciformis (HpE) e Gracilaria sp. (GrE)

Foi observado a formacdo de brotos a partir das microplantas no meio com e
sem extratos das macroalgas (Figura 2a). A composicdo do meio de cultura nédo
interferiu na sobrevivéncia e na porcentagem de plantas com brotos (Tabela 4). A
suplementacdo com extrato de Gracilaria sp. promoveu o aumento significativo na
formacéo dos brotos. Neste o0 numero de brotos por planta foi cerca de 2x maior quando
comparado com o0s demais meios. Por outro lado, a presenca de HpE incrementou o
crescimento da parte aérea e da raiz dos brotos (Tabela 4). Em alguns casos, foi

observado a morte da microplanta apds emissdo dos brotos (Figura 2b).

Discussao

O género Comanthera congrega muitas espécies conhecidas popularmente como
“sempre-vivas”. Dentre estas, C. mucugensis & exemplo de espécie micro-endémica,
restrita a0 municipio de Mucugé do Estado da Bahia, que sofre forte pressdo de coleta
devido ao seu valor ornamental. Apesar da proibicdo de sua coleta pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) em 1990,
a “sempre-viva de Mucugé” continua sendo explorada pelas comunidades locais como
uma importante fonte de renda (Costa et al., 2008; Martinelli and Moraes, 2013).

Portanto, a busca de alternativas sustentiveis para sua propagacdo & extremamente
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necessaria e de grande importancia socioecondmica. A propagacao in vitro pode ser a

chave para superar este desafio.

Estudos anteriores relataram a viabilidade da técnica de cultura de tecidos para
C. mucugensis. Seu estabelecimento in vitro foi demonstrado por Paix&o-Santos et al.
(2003) e Silva et al. (2005a, 2005b) que determinaram o protocolo para germinacao e
crescimento utilizando o meio de cultura MS com metade das concentragcOes salinas.
Posteriormente, Lima-Brito et al. (2011b) estudaram a propagagdo via organogénese
direta e indireta. Os autores concluiram que o caule foi a melhor fonte de explante para
a regeneracdo de brotos, tanto via direta, em meio MSY isento de regulador, quanto

indireta, na presenca de BAP.

A técnica de cultura de tecidos vegetais também foi indicada como uma
alternativa viavel para a conservacéo in vitro de C. mucugensis (Lima-Brito et al., 2015,
2011a). A adicdo de agentes osmoticos, como sorbitol e manitol, e de reguladores
vegetais, como ancimidol e paclobutrazol, ao meio de cultura foram capazes de induzir
0 crescimento minimo, no entanto diminuiram a sobrevivéncia das plantas. Desta
forma, Lima-Brito et al. (2015) sugeriram que a conservacao de C. mucugensis pode ser
feita em meio de cultura MSY suplementado com 15 g/L por até 180 dias, sem

subcultivo.

Os resultados obtidos no presente estudo atestaram que o cultivo de C.
mucugensis em meio MS% com 15 g/L de sacarose foi capaz de manter a sobrevivéncia
da planta por até 370 dias, tempo superior ao relatado por Lima-Brito et al. (2015). O
meio de cultura suplementado com altas concentragdes de extrato de A. subulata (AsE)
também induziu o crescimento minimo, mas afetou negativamente a sobrevivéncia de

C. mucugensis. A diminuicdo do crescimento das plantas estabelecidas em meio MSY%2 +
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3 mg/mL AskE e MS%: + 4 mg/mL AsE pode ser creditada a expressiva formacdo de
brotos. A competicdo por nutrientes entre os novos individuos ¢ a “planta-mae” pode ter
interferido no seu crescimento. Além disso, a composi¢cdo mineral dos extratos pode ter

forte influéncia sobre os resultados observados.

Os extratos de macroalgas sdo comumente considerados como fertilizantes
devido a presenca de macro e micronutrientes. Sua composicdo mineral apresenta
grande variacdo pois esta relacionada a vérios fatores ambientais, incluindo teor de sais
na agua, temperatura, salinidade, pH, e intensidade da luz (Marinho-Soriano et al.,
2006). Além disso, Yoganandham et al. (2019) observaram diferencas consideraveis
nas concentracdes dos minerais entre os grupos de macroalgas marinhas Rhodophyta,
Ochrophyta/ Phaeophyceae e Chlorophyta. Segundo os autores, as rodoficeas tendem a
apresentar niveis significativamente mais elevados de ferro, pot&ssio, magnésio e

enxofre em comparacdo com as cloroficeas e feoficeas.

No presente estudo, a analise da composicdo mineral dos extratos revelou a
presenca consideravel de macro e microelementos. Foi observado que o teor de potassio
e magnésio registrado em HpE, GrE e AsE foi superior ao relatado por Brito et al.
(2017) para as espécies do género Hypnea, Gracilaria e Agardhiella coletadas na Praia
da Penha — llha de Itaparica, Bahia, Brasil entre marco e novembro de 2014. Ao passo
que, os extratos de H. pseudomusciformis e Gracilaria sp. apresentam valores de célcio

dentro da faixa relatada pelos autores para 0s respectivos géneros.

Com base nestes dados, é possivel inferir que a suplementacdo do MSY2 com 0s
extratos das macroalgas aumentou a quantidade de sais minerais no meio. A alta

concentracdo salina cria uma condicdo de estresse osmotico que pode estar associado



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

82

com o incremento significativo na formagdo de brotos observado no cultivo de C.

mucugensis com altas concentracfes de Ask e com 1mg/mL GrE.

O estudo realizado por Lima-Brito et al. (2011a) reportou a formacéo de brotos
de C. mucugensis a partir de plantas cultivadas com alta concentracdo de sacarose
combinado com sorbitol ou manitol. Os autores relacionaram este efeito ao estresse
osmatico causado pela adi¢do de carboidratos ao meio. De acordo com a fenologia de C.
mucugensis, a escassez hidrica parece favorecer o desenvolvimento reprodutivo
(Cerqueira et al., 2008). Portanto, a obtencdo de brotos em decorréncia do estresse
hidrico, causado por agentes osmoticos, reproduz um comportamento natural da espécie

na condicdo ex vitro (Lima-Brito et al., 2011a).

Trabalhos anteriores também reportaram a sensibilidade das sementes de “sempre-
vivas” a meios com altas concentrac¢des salinas (Paixdo-Santos et al.,2003; Pégo et al.,
2013; 2014; Albuqguerque et al., 2016). No presente estudo foi observado que a taxa de
germinacdo de C. mucugensis reduziu com a adicdo de altas concentracdes de ASE.
Diante disso, é possivel ponderar que, no cultivo in vitro da “sempre-viva de mucugé”,

0s extratos das macroalgas podem atuar como agentes osmoticos.

Diversos trabalhos demonstraram que extratos de macroalgas também atuam
como bioestimulantes. Por exemplo, a utilizagdo de Hypnea musciformis incrementou o
crescimento da parte aérea, raiz e biomassa em Vigna radiata (L.) Wilczek
(Gopalakrishnan and Binumol, 2016). Outros estudos reportaram que espécies do
género Gracilaria promoveram aumento significativos na inducdo de brotos de
Solanum melongena L (Satish et al., 2015) e na maturacdo e germinacdo dos embrides

somaticos de tomate (Vinoth et al., 2014).
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Estes resultados tem sido frequentemente atribuidos aos efeitos diretos e
indiretos dos fitormodnios presentes nos extratos das macroalgas (Battacharyya et al.,
2015), embora algumas pesquisas tenham sugerido que outras moléculas, como o0s
polissacarideos, podem ser importantes bioestimuladores (Shukla et al., 2016). Segundo
Wally et al. (2013) a aplicagdo do extrato de Ascophyllum nodosum em Arabidopsis
estimulou a expressao de citocinina e &cido abscisico (ABA) e a reducdo dos niveis de
auxina, levando ao aumento do crescimento vegetativo das plantas. Estes dados, podem,
pelo menos em parte, explicar o incremento das brotacdo com a utilizacdo de GrE e do

crescimento dos brotos com HpE observados no presente estudo.

Estd bem estabelecido que os extratos de macroalgas sdo fonte de compostos
bioativos que podem variar de acordo com o grupo/espécie da macroalga, o local de
coleta e 0 método de obtencdo do extrato. Existe um consenso entre 0s pesquisadores
que os efeitos benéficos da sua aplicacdo € resultado de muitos componentes que podem
trabalhar sinergicamente em diferentes concentracdes. Desta forma, sdo necessarios
novos estudos para uma maior compreensdo dos modos de acdo desse recurso no

crescimento e na multiplicacéo in vitro das “sempre-vivas”.

5. Conclusdo

Neste trabalho foi demonstrado que a adicdo de altas concentragdes do extrato de
Agardhiella subulata no meio reduziu a germinacdo e 0 crescimento in vitro de
Comanthera mucugensis, no entanto, induziu a formacgéo de brotos. Confirma-se que a
utilizacdo de MS¥% suplementado com 15 g/L de sacarose foi um método eficiente para
conservacao in vitro da espécie. O extrato de Gracilaria sp. aumentou a producao de
brotos, enquanto que o extrato de Hypnea pseudomusciformis incrementou o

crescimento dos brotos. Logo, a suplementacdo do meio com extratos das macroalgas
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pode ser considerado um método alternativo para propagacdo e conservagao in vitro de
C. mucugensis.
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Figuras

Figura 1 Aspecto geral de Comathera mucugensis ap6s 370 dias de cultivo in vitro em
meio de cultura MSY2 e MSY2 suplementado com extrato de Agardhiella subulata (AsE).
A. MSY% . B. MS%2 + Img/mL AsE. C. MS% + 2mg/mL AsE. D. MSY% + 3mg/mL AsE.

E. MS¥%2 + 4 mg/mL AsE. Barra= 1cm.

Figura 2 A, Formacéo de brotos de Comathera mucugensis a partir das microplantas
apos 160 dias de cultivo in vitro. B, Formacéo de dois brotos axilares na porcéo apical

de uma microplanta senescente. Barra= 1cm.



Tabelas

Tabela 1 Composicdo mineral dos extratos de Agardhiella subulata (AsE), Hypnea pseudomusciformis (HpE) and Gracilaria sp. (GrE).

Minerais Agardhiella subulata

Hypnea pseudomusciformis  Gracilaria sp.

Fosforo (P) (g/kg) 0,76 £0,08 b

Potassio (K) (g/kg) 111,96 + 2,14 a
Caélcio (Ca) (g/kg) 23,06+144a
Magnésio (Mg) (g/kg) 15,8 + 2,61a
Enxofre (S) (g/kg) 59,36 + 0,64a

Boro (B) (mg/kg) 218,83+ 17,16 a
Ferro (Fe) (mg/kg) 858,66 + 164,20 a
Magnésio (Mn) (mg/kg) 38+12,35a
Zinco (Zn) (mg/kg) 1.232 £ 541,80 a

1,16 + 0,03 a
279+£13Db
20,7+ 2,13 a
126+275a
61,66 + 3,03 a
241,16 £6,93a
1.154,16 + 81,08 a
42 +1255a

1.079,5 + 406,22 a

1,1+0a

110,06 + 0,88 a
16,96 + 1,32 a
10,76 + 2,16 a
35,93+0,8b
109,83 £5,45Db
845,83 +45,01 a
40,83+11,83a

954,16 + 298,27 a

Valores representam a média + erro padréo. Valores seguidos de letras iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Tabela 2 Taxas de germinacdo (apds 30 dias) e de sobrevivéncia (ap6s 370 dias) de Comathera mucugensis estabelecida inicialmente em meio

nutritivo MSY2 suplementado com extrato de Agardhiella subulata (AsE).

Composicdo do meio

Taxa de germinacgédo (%) Taxa de sobrevivéncia (%)

MSY2 (controle)

MSY%2 + 1 mg/mL AsE
MSY2 + 2 mg/mL AsE
MSY2 + 3 mg/mL AsE
MS % + 4 mg/mL AskE

100+ 0a

84,21 £ 8,59 ab
73,68 £10,37b
75+9,93b
73,68 £10,37b

100+ 0a

94,11 £5,11ab
64,28 + 13,28 bc
92,85+ 7,14ab
78,57 +£11,38b

Valores representam a média + erro padrdo. Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney

(p £0,05).
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Tabela 3 Parametros de crescimento de Comathera mucugensis apds 370 dias de estabelecimento inicial em meio nutritivo MSY2 suplementado

com extrato de Agardhiella subulata (AsE).

Composicdo do meio

Comprimento da parte NUmero de raizes

Comprimento da Biomassa seca da parte Biomassa seca das raizes

aérea (cm) maior raiz (cm) aérea (mgq) (mg)
MS¥2 (control) 3,35+0,32a 11,06+1,65a 3,66 £0,28 a 57,09 +8,74a 3,35+0,76 a
MSY%2 + 1 mg/mL AsE  2,99+0,32a 8,43+0,89 a 3,7+0,27 a 34,43 +6,38ab 1,84+ 0,78 ab
MSY2 + 2 mg/mL AsE 1,66+ 0,16 b 2+0,68Db 3,25+ 0,65a 20,76 £ 4,68 b 0,13+£0,06 b
MS% +3mg/mL AsE  2,1+0,18b 1,2+0,57 bc 2,24+£0,71b 29,05+ 3,46 b 0,075+ 0,04 bc
MS% + 4 mg/mL AsE  1,07+0,12¢ 04+04c 1,83+0,83b 20,14 £4,25b 0+0c

Valores representam a média * erro padrdo. Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney

(p £0,05).
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Tabela 4 Formacdo de brotos em Comathera mucugensis ap6s 370 dias de estabelecimento inicial em meio MSY2 suplementado com extrato de
Agardhiella subulata (AsE).

Culture medium composition  Plants with shoots (%) Number of shoots per plant
MS % (control) 20+9,17c 2+1b

MSY%2 + 1 mg/mL AsE 25+ 11,18 bc 15+05b

MSY2 + 2 mg/mL AsE 0x0d -

MSY2 + 3 mg/mL AsE 50 + 13,86 ab 83+34la

MSY2 + 4 mg/mL AsE 64,28 + 13,28 a 73+332a

Valores representam a média + erro padrdo. Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney
(p £0,05).
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Tabela 5 Producgdo de brotos a partir de microplantas de Comathera mucugensis apés 160 dias de cultivo in vitro em meio MS %2 e MS %
suplementado com extrato de Hypnea pseudomusciformis (HpE) e Gracilaria sp. (GrE).

Composicdo do meio  Taxa de Plantas com NuUmero de brotos Comprimento da parte aérea Comprimento da maior raiz
sobrevivéncia  brotos (%) por planta dos brotos (cm) dos brotos (cm)
(%)

MS % (controle) 70+105a 85,71+9,7a 6,83+2,16 b 1,05+ 0,08 b 1,93+0,16 b

MS % + 1mg/mL HpE 73,68 +10,37a 7857+11,38a 6,09+151b 1,62+0,11a 2,43+0,17 a

MS %2 + Img/mL GrE 68,42 + 10,95a 76,92+12,16a 149+35a 0,97+£0,05b 1,78+ 0,08 b

Valores representam a média + erro padrdo. Valores seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney
(p <0,05).
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CONSIDERAQOES FINAIS

Os resultados aqui demonstrados permitiram ampliar os estudos sobre o
aproveitamento de extratos de macroalgas na cultura de tecidos vegetais utilizando
espeécies do litoral do Brasil antes ndo amostrado. Além disso, apresenta novos métodos
de propagacdo e conservacao in vitro de plantas. O crescimento minimo de Physalis
peruviana pode ser atingido atraves de protocolo alternativo de baixo custo com adic¢éo
de extrato Agardhiela subulata ao meio nutritivo. A utilizacdo de extrato de Gracilaria
sp. e A. subulata no meio pode ser considerada uma potencial estratégia para aumentar a
producdo de brotos in vitro de Comanthera mucugensis. Em geral, os extratos algaceos
podem estimular ou inibir o crescimento dependendo da concentracdo utilizada no meio
nutritivo. O mecanismo de acdo por traz desses efeitos ainda € desconhecido.
Recomenda-se que esforcos sejam reunidos na caracterizacdo bioquimica e molecular
das respostas fisioldgicas induzidas. Por fim, estimula-se a utilizacdo de extratos de
macroalgas na cultura de tecidos vegetais, devido seu potencial como biorregulador de
crescimento, como uma alternativa a reducdo do uso excessivo de reagentes quimicos
de alto custo e ndo biodegradaveis, promovendo assim, um cultivo in vitro de plantas

mais sustentavel e menos dispendioso.



