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CAPITULO 1

Uma revisao sobre o potencial produtivo e conservacdo ex situ de Paepalanthus chiquitensis
Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germinacio de diasporos e
micropropagacao da sempre-viva Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).
2018. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia), Universidade Federal de
Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.!

RESUMO

Na ciéncia e no senso comum hé certa retdrica de que espécies que ocorrem ou se distribuem
em ambientes muito particulares sdo dificeis de serem cultivadas ex sifu em fungdo das
dificuldades de suprir as exigéncias, garantidas em condi¢Oes naturais. Informacgdes
acumuladas de seis anos de pesquisa com Paepalanthus chiquitensis Herzog revelou a
capacidade da espécie em se propagar sob condicdes ex situ, produzindo individuos capazes
de se reproduzir sexualmente. Nao seria uma pesquisa com resultados tdo relevantes, se a
espécie ndo fosse distribuida nos campos rupestres da Reserva Biolégica José Angelo Rizzo/
Parque Estadual da Serra Dourada, GO, fitofisionomia marcada por apresentar condi¢des
edafocliméticas dificeis de serem reproduzidas em sistemas de cultivo como topografia
acidentada, elevada altitude (entre 800 e 1.200 m) e afloramentos rochosos com solos rasos,
acidos e pobres em nutrientes. Essa pesquisa foi o grande estimulo e referéncia para os
capitulos 2 e 3 desta dissertacdo, que abordam aspectos do processo de germinagdo e da
micropropagacao, respectivamente.

Palavras-chave: Espécie ornamental. Sempre-viva. Monocotiledoneas. Campos rupestres.
Paepalanthus speciosus (Bong.) Korn.

!Orientadora: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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CHAPTER I

A review of the productive potential and ex situ conservation of Paepalanthus chiquitensis
Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germination of diaspores and
micropropagation of the evergreen Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).

2018. 82f. Dissertation (Master Degree in Agronomy/Phytotechnology), Federal University of
Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.?

ABSTRACT

In science and common sense there is a certain rhetoric that species occurring or being
distributed in very particular environments are difficult to cultivate ex situ due to the
difficulties of meeting the demands, guaranteed under natural conditions. Accumulated
information from six years of research with Paepalanthus chiquitensis Herzog revealed the
ability of the species to propagate under ex situ conditions, producing individuals capable of
reproducing sexually. It would not be a research with such relevant results if the species were
not distributed in the ruptured fields of the José Angelo Rizzo Biological Reserve / Serra
Dourada State Park, GO, a phytophysiognomy marked by presenting difficult edaphoclimatic
conditions to reproduce in cropping systems such as rugged topography , high altitude
(between 800 and 1,200 m) and rocky outcrops with shallow, acidic and nutrient-poor soils.
This research was the great stimulus and reference for chapters 2 and 3 of this dissertation,
which discuss aspects of the germination process and micropropagation, respectively.

Keywords: Ornamental species. Evergreen. Monocotyledons. Rock fields. Paepalanthus
speciosus (Bong.) Korn.

2Advisor: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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1. INTRODUCAO

Dotada de partes vegetativas e reprodutivas com notdveis atributos estéticos,
Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae) é uma espécie do grupo das populares
“sempre-vivas”, assim conhecidas por preservarem o aspecto original pds-colheita
(GIULIETTTI et al., 1988; NUNES et al., 2008; MOTA; WANDERLEY 2013). O nome
chiquitensisé uma referéncia a provincia de Chiquitos, departamento de Santa Cruz,
localizada na Bolivia, onde Theodor Carl (Karl) Julius Herzog fez a identificacdo da espécie
no ano de 1924. As folhas dispostas na forma de rosetas basais, de onde partem os longos
escapos com densas inflorescéncias capituliformes, conferem a espécie beleza singular
(RIBEIRO, 1999; SANO; GIULIETTI, 2000).

Sempre-vivas, especialmente as pertencentes as familias Eriocaulaceae, Poaceae,
Cyperaceae, Rapateaceae e Xyridaceae, sdo muito almejadas por suas partes reprodutivas
como inflorescéncias, escapos e hastes. No entanto a colheita dessas estruturas antes do
completo desenvolvimento dos frutos afeta sensivelmente a dispersdo e a reprodugdo por
sementes (GIULIETTI et al., 1996). As frequentes queimadas, as atividades de garimpo e a
mineragdo estdo entre as causas do decréscimo da producgdo de flores e do eminente risco de
extingio das espécies dessas familias (SA e CARVALHO; RIBEIRO 1994a; Conselho
Estadual de Politica Ambiental-COPAM 1997; NUNES et al., 2008; Instituto Chico Mendes
de Conservacido da Biodiversidade-ICMBio, 2011). Uma alternativa para reduzir a pressao
sobre essas populagdes naturais de Eriocaulaceae € o cultivo a partir de sementes ou por
propagacao vegetativa.

Produtoras de considerdveis quantidades de didsporos, P. chiquitensis apresentam alta
capacidade de germinacio (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 1994a; RIBEIRO, 1999) e as
sementes tendem a manter essa capacidade por meses, sob condi¢Oes favordveis de
armazenamento (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 1994b). Algumas espécies de Eriocaulaceae,
notadamente P. chiquitensis, sdo monocarpicas de evento reprodutivo tunico, por vezes
acompanhado do fim do ciclo de vida do individuo (TROVO et al., 2010). Apesar da
monocarpia, ha perspectiva de manter a variabilidade genética do individuo por propagacao
vegetativa. A presenca de brotacdes laterais e perfilhamentos a partir da roseta, o
desenvolvimento de escdpulas secundérias indicam a presenca de gemas, estruturas
importantes para a propagacio vegetativa (Figura 1). Escdpulas secundérias também foram
registradas em Paepalanthus erectifolius Silveira (TROVO et al., 2010). Estudos anatémicos

e ontogenéticos da década de 70 apontaram que algumas espécies da familia Eriocaulaceae
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podem propagar-se vegetativamente a partir das inflorescéncias (MONTEIRO-
SCANAVACCA et al, 1976; MONTEIRO-SCANAVACCA; MAZZONI, 1976a;
MONTEIRO-SCANAVACCA, MAZZONI, 1976b). No entanto ndo existem relatos

cientificos para P. chiquitensis.

Figura 1. Individuo de Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae). Seta vermelha
indica brotacao lateral a partir do eixo principal. Fonte: Arquivo pessoal

Diversas pesquisas t€ém sido desenvolvidas com espécies do género Paepalanthus, com
abordagem mais frequente em taxonomia (GIULIETTI et al., 1996; OLIVEIRA, 2010;
ANDRADE, 2012; SILVEIRA, 2012; ANDRINO; COSTA, 2013; SILVA; TROVO, 2014;
SANO et al., 2015), anatomia (CASTRO; MENEZES, 1995; SCATENA et al., 1998;
MACHADO et al., 2000; SCATENA; ROSA, 2001; COAN et al. 2002; SCATENA et al.,
2005; GIULIETTI et al., 2012; ALVES et al., 2013) e composicao floristica (GIULIETTT et
al., 1987; United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization-UNESCO, 2002;
TANNUS; ASSIS, 2004; OLIVEIRA, 2005; CARMO, 2006; LEMES, 2009; MEYER;
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FRANCESCHINELLI, 2010; SANO et al, 2010; CHAVES; SOARES-SILVA, 2012;
ECHTERNACHT et al., 2012; ANDRADE, 2013; ANDRINO, 2013; RESENDE et al.,
2013). Dentre as espécies do género, as cinco mais estudadas sdo P. bromelioides Silveira, P.
chiquitensis Herzog (principal sinonimia P. speciosus (Bong.) Korn, P. flaccidus
(Bong.)Kunth., P. geniculatus (Bong.) Kunth. e P. planifolius (Bong.)Koern.

Tais informacgdes confirmam a afirmacdo de Sano (1996) quanto ao aumento
progressivo de pesquisas sobre o género Paepalanthus, denotando a inestimdvel contribui¢ao
cientifica do engenheiro e boténico Alvaro Astolpho da Silveira para os estudos taxondmicos
da familia (GIULIETTI et al., 1996; OLIVEIRA, 2010; ANDRADE, 2012; SILVEIRA, 2012;
ANDRINO; COSTA, 2013; SILVA: TROVO, 2014; SANO et al., 2015). Esses registros
podem parecer insuficientes para uma familia representada por cerca de 1200 espécies, entre
elas 338 do género Paepalanthus (SANO et al., 2015), porém esses relatosjd permitem o

conhecimento sobre os aspectos reprodutivos e de propagacao.
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2. OS PRIMEIROS INDIVIDUOS DE Paepalanthus chiquitensis Herzog
CULTIVADOS ex situ

O tnico registro cientifico da capacidade de reprodu¢do de plantas de Paepalanthus
chiquitensisHerzog cultivadas ex situ, foi feito por Ribeiro (1999) e deixou um legado
cientifico para o cultivo de outras espécies de Eriocaulaceae (Figura 2. a,b,c,d). Esse registro,
apesar de dnico, € um relato detalhado de seis anos de pesquisas relativas ao ciclo reprodutivo
da espécie, desde a colheita dos didsporos em habitat natural até a comprovacdo da
capacidade de floracdo e de viabilidade dos didsporos oriundos de individuos cultivados ex

situ.

* 3 : R o

Figura 2. a. Plantas de Paepalantﬁus chiquitensis He}zég (Eriocaulaceae) com trés anos de
idade; b. producdo de flores e frutos em viveiro; c. disposi¢ao das folhas na forma de roseta
em volta do eixo e alongamento do caule; d. sistema radicular. Fonte: Ribeiro (1999).

Para essa pesquisa, didsporos da espécie foram coletados em julho de 1990 nos
campos rupestres da Reserva Biolégica José Angelo Rizzo no Parque Estadual da Serra

Dourada, GO, local onde a espécie se distribui de forma agregada em altitudes que variam de

726 a 1.100 m (RIBEIRO, 1999; CARMO JUNIOR et al., 2013). Os didsporos foram
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colocados para germinar em placas de Petriem agosto de 1990 e a primeira repicagem ocorreu
em setembro do mesmo ano com a passagem das plantulas para caixas, contendo solo da
prépria reserva cobertos por plasticos transparente para evitar a perda excessiva de
evaporacdo. O solo do Parque varia conforme o local, podendo ser argilo-pedregoso préximo
a cursos de dgua; com afloramentos de arenito em solos argilo-pedregosos ou pedregosos em
areas de cerrado stricto sensu; solos litdlicos ou arenosos em cerrados rupestres ou campos
limpos (CARMO JUNIOR et al., 2013). Duas repicagens se sucederam, uma para sacos de
250 g em outubro, cerca de dois meses apds semeadura (2% repicagem) e outra em novembro,

trés meses apds semeadura para sacos de 500 g (3%repicagem) permanecendo sob arboreto.

2.1 A capacidade de germinacao e o desenvolvimento das plantulas ex situ

O transplantio definitivo para os canteiros ocorreu em dezembro de 1991. Essas
plantas cultivadas ex situ vieram a florir em setembro de 1992. A colheita dos didsporos
ocorreu entre agosto e setembro de 1992 e os mesmos permaneceram armazenados por seis
meses em frascos dmbar a temperatura ambiente até marco de 1993. Nessa época, os
didsporos foram dispostos sobre areia e o florescimento de parte das plantas foi observado em
julho de 1996, 27 meses apds semeadura. Desses individuos floridos, a colheita dos didsporos
ocorreu entre agosto e setembro de 1996 dando inicio as primeiras investiga¢des sobre a
fisiologia e qualidade dos didsporos, morfologia e desenvolvimento de plantulas e
desenvolvimento das plantas jovens produzidas ex situ.

A embebicao efetiva dos didsporos ocorreu em 2 horas indicando que nao ha restricao
do tegumento para a entrada de dgua (RIBEIRO, 1999). De formato esférico, os didsporos
2

possuem em média 5 mm

desenvolvidas fora do seu ambiente natural foi de 86,4% (RIBEIRO, 1999), considerada pela

. A germinacdo dos didsporos provenientes de plantas

autora equivalente a germinacdo de didsporos colhidos em seu ambiente natural, 97% (SA e
CARVALHO; RIBEIRO, 1994).

Para fins comparativos em relacdo ao desenvolvimento das plantas, didsporos da
espécie foram dispostos em ambiente natural no Parque estadual da Serra Dourada e em
condicdo de viveiro, ex situ. Durante todo o periodo de desenvolvimento, as plantas
permaneceram em viveiro com fotoperiodo de 16 horas, radiacdo fotossintética ativa de 800

umol. fétons/m?. s7!

e temperaturas entre 18 °C e 35°C. As plantas foram irrigadas e
suplementadas quinzenalmente com a solu¢do nutritiva Hoagland e nessas condi¢des, a raiz
atingiu 20 cm de comprimento aos 180 dias apds a emergéncia e a altura da parte aérea ndo
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ultrapassou 2 cm (RIBEIRO, 1999). Com tempo similar, 173 dias, plantas desenvolvidas in
situ, cresceram, em média, 1,4 cm em altura e apenas oito folhas, em média, emergiram das
rosetas. Por particularidades morfoldgicas, as rosetas de plantas cultivadas in situ e ex situ
apresentaram pequeno crescimento. O baixo incremento em altura do cultivo ex situfoi
compensado pelo aumento do nimero de folhas emergidas das rosetas que passou de duas aos
trinta dias para vinte e duas aos cento e oitenta dias da emergéncia (RIBEIRO, 1999). Esse
aumento do nimero de folhas ndo foi observado no cultivo in situ, apenas 8, devido as
condi¢cdes adversas como falta de dgua, queimadas e baixa fertilidade do solo causada pela
alta acidez caracteristica dos campos rupestres da Reserva Biolégica José Angelo Rizzo,
Parque Estadual da Serra Dourada em Mossamedes-GO.

As massas da matéria seca do sistema radicular e da parte aérea apresentaram
incrementos similares até os 165 dias apds a emergéncia, quando o incremento em massa do
sistema radicular ao superar o da parte aérea mostrou ser o principal 6rgdo dreno (RIBEIRO,
1999). Os actimulos de ambas as massas foram baixos até os noventa dias, quando tanto parte
aérea e sistema radicular aumentaram as taxas de incremento em decorréncia do aumento da

taxa fotossintética.
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3. A CONTRIBUICAO DO CULTIVO DE Paepalanthus chiquitensis PARA A
FAMILIA ERIOCAULACEAE

A combinagdo de grande producdo de didsporos por individuo e a alta capacidade
germinativa estd entre as vantagens da propagacdo de Eriocaulaceaes para fins de
domesticacdo e cultivo. Uma desvantagem desse tipo de propagacdo € o longo periodo
juvenil. Em P. chiquitensis, o ciclo completo de individuos cultivados fora do ambiente
natural, se encerra trés anos apds a semeadura (RIBEIRO, 1999).

Dentre os problemas principais para o cultivo ex situ de P. chiquitensisestd a
dificuldade para o estabelecimento de plantulas, havendo uma grande mortalidade de
individuos nessa fase, contudo este problema é comum entre muitas espécies nativas. Sendo
assim, percebe-se a importincia da identificacdo de solucdes por meio de estudos sobre a

germinacdoe desenvolvimento de plantulas, afim de se obter informagdes importantes sobre a

reproducdo da espécie e contribuir a0 mesmo tempo para o cultivo de outras sempre-vivas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O cultivoex situ de espécies ornamentais nativas do Bioma Cerrado, consiste em uma
importante alternativa para a perpetuagdo de individuos em riscos de extin¢cdo,com longo ciclo
reprodutivo e alto potencial de exploracdo econdmica. Em fitofisionomias como os Campos
rupestres ¢ comum a presenca de espécies ameacgadas pela intervencdo humana, tais como o
extrativismo e a ocorréncia de queimadas em épocas de seca. Nesse sentido, pesquisas
cientificas envolvendo os aspectos germinativos de formacdo e estabelecimento de plantulas,
bem como a utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas podem contribuir para o conhecimento de

estratégias reprodutivas, visando a obten¢do de mudas para a producdo comercial ou

reflorestamento.
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CAPITULO 11

Germinacgio de didsporos dePaepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germinacio de didsporos e
micropropagacao da sempre-viva Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).
2018. 82 f.Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia), Universidade Federal de
Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.!

RESUMO

Espécie herbacea, Paepalanthus chiquitensis Herzog é uma das representantes da familia
Eriocaulaceae com alto grau de endemismo nos campos rupestres brasileiros.Estudos sobre a
germinacdo e emergéncia de plantulas de P. chiquitensis poderdo contribuir para o
conhecimento das estratégias reprodutivas, de regeneracdo, conservacdo € manejo nhos
ambientes de ocorréncia natural, oferecendo a0 mesmo tempo subsidios para a produgdo de
mudas, seja da propria espécie ou de outras sempre-vivas endémicas. Nesse sentido, este
trabalho analisou diferentes tratamentos para a germinagdo da espécie fazendo uma relacao
com as medidas de germinacdo. O experimento foi conduzido com 13 tratamentos para a
germinagdo: cinco choques térmicos de temperatura por 30 minutos (35,0°C/34,7 + 1,1 °C,
40,0/40,0 = 1,2 °C, 50,0°C/50,3 = 0,8 °C, 60°C/59,6 + 24 °C e 70,0°C/67,6 = 1,1 °C),
embebic¢do por quatro horas, em trés concentragdes de acido giberélico (100, 200 e 300 mg L~
!de GA3), uma concentragio de nitrato de potdssio (0,2% de KNO;) e dgua destilada
(controle), além de trés testemunhas (didsporos claros, escuros e mistura de didsporos claros
com escuros). Nos tratamentos térmicos e nas testemunhas, os didsporos ndo passaram por
nenhuma embebigdo prévia. Os tratamentos analisados ndo alteram as medidas de germinagao
com excecdo da sincronia, utilizando-se a concentracio de 300 mg L' de GA; e na
testemunha, com o uso de didsporos claros. Constatou-se que os diasporos de P. chiquitensis
apresentam grande resisténcia térmica a elevadas temperaturas. A presenca de estimuladores
durante a embebi¢do, GA3; e KNOs3, ndo foi capaz de acelerar a germinagdo € o uso de
didsporos claros promove maior homogeneidade e sincronia no processo germinativo.

Palavras-chave: Espécie endémica. Medidas de germinacdo. Heteromorfia.Regulador de
crescimento. Choques térmicos. Resisténcia térmica.

1 Orientadora: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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CHAPTER I
Germination of diaspores of Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germination of diaspores and
micropropagation of the evergreen Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).
2018. 82 f. Dissertation (Master Degree in Agronomy/Phytotechnology), Federal University
of Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.?

ABSTRACT

Herbaceous species, Paepalanthus chiquitensis Herzog is one of the representatives of the
Eriocaulaceae family with a high degree of endemism in the Brazilian rock fields. Studies on
the germination and emergence of P. chiquitensis seedlings may contribute to the knowledge
of reproductive, regeneration, conservation and management strategies in naturally occurring
environments, while offering subsidies for the production of seedlings, either of the same
species or of other endemic evergreens. In this sense, this work analyzed different treatments
for the germination of the species, making a relation with the germination measures. The
experiment was conducted with 13 treatments for germination: five thermal shocks for 30
minutes (35,0°C/34,7 £ 1,1 °C, 40,0/40,0 + 1,2 °C, 50,0°C/50,3 £ 0,8 °C, 60°C/59,6 £2,4°C e
70,0°C/67,6 £ 1,1 °C, imbibition for four hours in three gibberellic acid concentrations(100,
200 e 300 mg L'de GA3), a concentration of potassium nitrate (0,2% KNO3) and distilled
water (control), in addition to three controls (light diaspores, dark and mixture of light with
dark diaspores). In the thermal treatments and in the controls, the diaspores did not undergo
any previous soaking. The treatments analyzed do not alter the germination measures except
for the synchrony, using the concentration of 300 mg L' of GAsand in the control, with the
use of clear diaspores. It was found that P. chiquitensis diaspores present high thermal
resistance at high temperatures. The presence of stimulators during imbibition, GA3 and
KNOs, was not able to accelerate the germination and the use of clear diaspores promotes
greater homogeneity and synchrony in the germination process.

Keywords: Endemic species. Measures of germination. Heteromorphism. Growth regulator.
Thermal shocks. Thermal resistance.

2Advisor: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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1. INTRODUCAO

Espécie herbdcea, Paepalanthus chiquitensis Herzog € uma das representantes da
familia Eriocaulaceae com alto grau de endemismo nos campos rupestres da Reserva
Biolégica José Angelo Rizzo (Serra Dourada) e Parque Nacional da Serra da Canastra
(RIBEIRO, 1999; DUARTE, 2009; VASCONCELOS, 2010; NEVES et al., 2011). Essa
fitofisionomia do Cerrado de ocorréncia da espécie, sdo caracterizadas pela vegetacdo
arbustiva, topografia acidentada, elevada altitude (entre 800 e 1.200 m) e afloramentos
rochosos de quartzitos e filitos (WALTER, 2006; VASCONCELOS et al., 2010). Os solos
sd0 rasos, acidos e pobres em nutrientes como fésforo e nitrogénio (BENITES et al., 2003;
KOZOVITS et al., 2007; DUARTE, 2009). Essa baixa fertilidade do solo e a auséncia de
lencol fredtico promovem adaptacdes fisiologicas e morfolégicas nas plantas (BENITES et
al.,, 2007; FERREIRA et al., 2013; FREITAS et al., 2014). Mesmo com essas restri¢des,
esses ambientes agregam espécies de plantas economicamente importantes (BATISTA, 2003;
DUARTE, 2009). Embora a espécie se restrinja as areas de Cerrado, sua ocorréncia esta
associada a disponibilidade de dgua.

Com distribuicdo pantropical, a familia Eriocaulaceae, que agrega a maior parte das
sempre-vivas, contempla 10 géneros, sendo Paepalanthus o maior da flora brasileira, com 338
espécies (COSTA et al., 2013; FREITAS et al., 2014; SANO et al., 2015). A presenca de
folhas na forma de rosetas basais de onde partem os escapos com densas inflorescéncias
capituliformes confere as Eriocaulaceacamplo potencial ornamental (SANO; GIULIETTI,
2000). As plantas sdao comercialmente almejadas pelas inflorescéncias e coloracdo pouco
alteradas, mesmo apds serem destacadas e secas, o que lhes confere a denominagdo de
“sempre vivas”. Os capitulos e escapos florais sdo empregados na confeccdo de arranjos
decorativos e comercializados nos mercados nacional e internacional (GIULIETTI et al.,
1988; NUNES et al., 2008; MOTA; WANDERLEY, 2013).

Algumas espécies de sempre-vivas encontram-se extintas ou em risco de extingdo,
problema relacionado ao extrativismo nas dreas de ocorréncia natural sem plano de manejo,
especialmente na regido de Diamantina-MG (COPAM, 1997; NUNES et al., 2008; ICMBio,
2011). Outros agravantes sao as frequentes queimadas dos campos na época seca do ano,
atividades de garimpo e mineragcao (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 1994b; ICMBio, 2011).
Esses fatores levaram ao decréscimo considerdvel da producao de flores nos dltimos anos, o

que podera resultar no encerramento das atividades de exploracdao (NUNES et al., 2008).
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O cultivo em escala comercial € uma forma de minimizar os problemas decorrentes do
extrativismo. No entanto, a producdo de sempre-vivas tem como limitante o fato de algumas
serem monocdrpicas, como P. chiquitensis. Na literatura, ndo hé registro da presenca de
brotacdes laterais, o que restringiria a propagacdo vegetativa (ANDRADE?, comunicacio
pessoal 2016).

No geral, as espécies do género Paepalanthus apresentam expressiva producdo de
didsporos, todavia ainda sdo poucas as pesquisas ao que tange os aspectos reprodutivos das
plantas, representando uma barreira no avango dos estudos sobre o género e a familia
(COSTA et al., 2013; FERREIRA et al., 2013). O unico registro cientifico sobre cultivo em
viveiro a partir de didsporos de P. chiquitensis apontou um longo periodo juvenil das plantas,
ou seja, trés anos entre a germinacdo e o florescimento (RIBEIRO, 1999). Dessa forma,
pesquisas sobre as estratégias de vida das sempre-vivas envolvendo producdo e germinagdo
de didsporos, sao de grande importincia para a perpetuacdo dessas espécies (REIS et al.,
2007).

Os didsporos de P. chiquitensis,sinonimia Paepalanthus speciosus (Bong.)
Kornnecessitam de estimulo luminoso para a germinacdo, sendo considerados fotoblasticos
positivos (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 1994a,b). A capacidade desses didsporos em
detectar espectros de luz por meio dos fitocromos, (fotoreceptores) responsdveis pela
conversdo dos sinais luminosos, possibilita adequado controle da época e local de
germinacdo, evitando condicdes desfavordveis ao estabelecimento da plantula (FENNER;
THOMPSON, 2004; SEO et al., 2009; BARRETO, 2012).

Em decorréncia da irregularidade no tempo médio de germinacgdo, de 2 a 30 dias,
suspeita-se que os didsporos de P. chiquitensis possuam dorméncia morfofisiolégica (SA e
CARVALHO; RIBEIRO, 1994b; KRAUS, 1996). Uma das alternativas para acelerar este
processo e estimular o desenvolvimento do embrido € o uso de estimuladores de crescimento
como o dcido giberélico, responsdvel pelo alongamento celular, e estimuladores como o
nitrato de potdssio (KNO3) por atuar na biossintese de novos compostos (BASKIN; BASKIN,
1998; BRASIL, 2009; CARDOSO et al., 2015).

Das pesquisas envolvendo a germinagdo em espécies da familia Eriocaulaceae, existem
importantes registros sobre o uso de giberelinas na presenca e auséncia de luz em sementes de
Syngonanthus anthemidiflorus Ruhland., Syngonanthus verticillatus Ruhland., Comanthera

bisulcata Koern. (BARRETO, 2012) e P. speciosus (Bong.) Korn (giberelina em conjunto

3 Livia Echternacht Andrade. Doutora em Ciéncias Biolégicas (Botnica) pela USP.
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com os efeitos do armazenamento) (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 1994a), germinacdo de P.
speciosus(Bong.) Kérn em canteiros de areia (RIBEIRO, 1999) e uso de tratamentos térmicos
com variagdes de temperaturas, em P. speciosus(Bong.) Kérn(SA e CARVALHO:; RIBEIRO,
1994b), Syngonanthus elegantulus Ruhland, Syngonanthus elegans (Bong.) Ruhland,
Syngonanthus venustus Silveira (OLIVEIRA; GARCIA, 2005) e Syngonanthus nitens (Bong.)
Ruhland, (FICHINO et al., 2012) demonstrando alta capacidade germinativa e de resisténcia
térmica.

Estudos sobre a germinag¢do e emergéncia de plantulas de P. chiquitensis poderao,
portanto, contribuir para o conhecimento das estratégias reprodutivas, de regeneragao,
conservacdo e manejo nos ambientes de ocorréncia natural, oferecendo ao mesmo tempo
subsidios para a produ¢do de mudas, seja da propria espécie ou de outras sempre-vivas
endémicas. Assim, por apresentar alto potencial de exploracdo econOmica e grande
importancia socioambiental dentro da familia Eriocaulaceae, P. chiquitensis é uma espécie

prioritdria nas pesquisas sobre os processos de propagacdo via didsporo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das inflorescéncias e beneficiamento dos diasporos

Inflorescéncias de 36 individuos georreferenciados de P.chiquitensis foram coletadas
manualmente no campo rupestre da Reserva Bioldgica José Angelo Rizzo da Serra Dourada,
em Mossamedes-GO (Tabela 1). Das amostras coletadas, apenas 30 individuos apresentaram
didsporos e nos outros seis individuos a producdo de didsporos foi inexistente. As amostras
foram retiradas com auxilio de uma tesoura de poda permanecendo em sacos de papel para
secagem natural até o inicio do beneficiamento. Na parte do capitulo que contém os
didsporos, as estruturas de dispersdo apresentam-se eri¢adas, formando uma ou mais linhas
distinguiveis em torno do capitulo e foram retiradas utilizando-se pincas de metal. Além dos
didsporos, quantidades consideraveis de restos florais foram geradas e separadas por peneira.
Depois de peneirar, cada didsporo foi separado manualmente das suas estruturas de dispersao
(envoltorio de fibras). Até a instalacdo dos experimentos, os didsporos permaneceram

armazenados em sacos de papel a temperatura de 19 °C e 35% de umidade relativa.

Tabela 1. Altitudes e coordenadas geograficas dos 36 individuos de Paepalanthus chiquitensis
Herzog (Eriocaulaceae) distribuidos noParque Estadual da Serra Dourada, Mossdmedes-GO.

Ind. Altitude coordenadas Ind. Altitnde coordenadas

(m) (m)
1#¥% 1008 S1604.573; W50 11.169  19% 1020 m S16 04.498; W50 11.321
2%k 1012 S16 04.595; W50 11.237  20%* 1021 m  S16 04.498; W50 11.296
3 1013 S1604.518; W50 11.280  21%*% 1022m S16 04.539; W50 11.284
4% 1013 S1604.475; W50 11.381  22% 1022m S16 04.495; W50 11.201

5 1014 S16 04.501; W50 11.160 23 1023 m  S16 04.492; W50 11.205
6 1014 S16 04.508; W50 11.350 24**% 1023 m S1604.491; W50 11.206
7% 1014 S16 04.474; W50 11.380 25%% 1024 m  S16 04.460; W50 11.232
8* 1015 S16 04.594; W50 11.229 26 1024 m  S16 04.493; W50 11.204
9*x 1015 S16 04.460; W50 11.391 27%% 1027m S1604.483; W50 11.286
10 1016 S16 04.501; W50 11.166 28 1027 m  S16 04.484; W50 11.289
11** 1016 S16 04.502; W50 11.167 29 1029 m S16 04.474; W50 11.281
12 1016 S16 04.500; W50 11.327 30%% 1029 m S16 04.481; W50 11.285
13 1018 S16 04.500; W50 11.307 31%% 1030 m S1604.498; W50 11.212
14**% 1018 S16 04.498; W50 11.316 32 1030 m  S16 04.498; W50 11.213
15 1019 S16 04.494; W50 11.176 33*  1031m S1604.503; W50 11.205
16 1019 S16 04.498; W50 11.321 34**% 1031 m S16 04.504; W50 11.205
17 1020 S16 04.497; W50 11.197 35 1031 m S16 04.504; W50 11.203
18% 1020 S16 04.497; W50 11.321 36 1032m  S16 04.473; W50 11.273

Ind.: Individuos sem didsporos (*), com pouco didsporos, abaixo de 100 (**) e individuos normais, acima de 100
(sem asterisco). Fonte dos dados: Arquivo pessoal.
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Ainda no campo, percebeu-se que na parte do capitulo que contém os didsporos, as
estruturas de dispersdo tornaram-se eri¢adas e formaram uma ou mais linhas distinguiveis em
torno do capitulo facilitando a extracdo dos didsporos (Figura 1. a,b,c,d). Dessa extra¢do, além
dos didsporos, quantidades considerdveis de restos florais foram geradas e separadas por
peneira caseira (Figura 1. e,(f,g). Depois de peneirar, cada didsporo foi separado dos
envoltérios de fibras, por meio de pincas, em um delicado e demorado processo de
beneficiamento (Figura 1. e). Esse processo durou cerca de 35 dias. Até a instalagdo dos

primeiros experimentos e durante o beneficiamento, os didsporos permaneceram armazenados

em sacos de papel a temperatura de 19 °C e 35% de umidade relativa.

Figura 1. Beneficiamento de Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae). a. amostra
(inflorescéncia) contendo diferentes capitulos; b. capitulo mostrando a linha dos didsporos,
antes da extracdo; c. visao superior e d. visdo lateral depois da extracdo; e. didsporos depois
de peneirar; f. frutos sem o envoltério de fibras; g. restos florais. Escala: 0,5 cm (Figuras b, c,
d,e,f)e 1 cm (Figura g). Fonte: Arquivo pessoal.

2.2 Curva de entrada da agua

Para determinar a capacidade de embebicdo, 10 didsporos (sem o envoltério de fibras)
foram dispostos em placa de Petri contendo um disco de papel mata borrdo umedecido com 6
mL de 4gua destilada e reumedecido com 1 mL, sempre que necessdrio. Nas 10 primeiras
horas, as pesagens em balanca analitica de precisdo (0.0001 g) de cada didsporo foram
realizadas em intervalos de 30 minutos e, posteriormente, a cada 24 horas, encerrando-se aos
13 dias quando o primeiro didsporo germinou. No momento das pesagens, as temperaturas
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variaram de 18,7 °C (minimo) a 24,5 °C (maximo) e 41,3% (minimo) a 88% (maximo) de
umidade relativa (UR). Os célculos por didsporo e por média dos 10 didsporos, foram
baseados no incremento da massa do didsporo germinado em relacdo a massa inicial em
equilibrio microscépio, em determinado intervalo de tempo, ambas representadas por meio de

gréficos de dispersdo.

2.3 Tratamentos térmicos e estimuladores de crescimento na germinacao dos diasporos

O experimento de geminacdo foi implantando em novembro de 2016 com didsporos
provenientes de 30 individuos (Tabela 1). Dois dias antes da semeadura, os didsporos (mistura
de claros e escuros) foram expostos a cinco temperaturas (35,0 °C/34,7 £ 1,1 °C, 40,0/40,0 +
1.2 °C, 50,0 °C/50,3 + 0,8 °C, 60 °C/59,6 + 2,4 °C e 70,0 °C/67,6 = 1,1 °C) por 30 minutos,
sem embebicdo prévia.

Os didsporos também foram embebidos por 4 horas (tempo determinado em func¢do da
curva de entrada da 4gua) em 20 mL de solucdo contendo individualmente trés concentracdes
de 4cido giberélico (100, 200 e 300 mg L'de GA3), uma concentracio de nitrato de potdssio
(0,2% de KNOs3) e em dgua destilada (controle). Os didsporos claros, escuros e a mistura de
didsporos claros com escuros, que foram denominados como testemunhas ndo passaram por
nenhum pré-tratamento. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 13
tratamentos (temperaturas, estimuladores de crescimento e testemunhas) e quatro repeti¢oes
de 50 didsporos cada, perfazendo 52 unidades experimentais.

Ap6s estes procedimentos, os didsporos foram dispostos em caixas do tipo gerbox
sobre uma folha de papel mata-borrdo previamente umedecida. Para a desinfestacao
preventiva, o papel mata borrdo foi imerso por 5 minutos em solu¢do contendo uma gota de
hipoclorito de sédio (0,5% de NaClO) por 1 litro de 4dgua destilada. Nas duas primeiras
semanas, o reumedecimento do papel foi feito com 3 mL de 4gua destilada, por gerbox e
posteriormente com 1 mL, até o término do experimento.

Em funcdo das contaminacdes, alguns didsporos foram retirados dos gerbox, lavados
em 4gua destilada e recolocados na mesma posicao. Em decorréncia desse problema, 35 dias
ap6s a semeadura efetuou-se a substituicdo das caixas e a troca dos papéis mata-borrao. A
distribuicdo das caixas gerbox ocorreu em camara BOD, com médias de temperaturas maxima
de 25,2 + 0,95 °C e médias de minimas de 24,3 + 0,52 °C, de acordo com o delineamento

1

experimental adotado sob irradidncia de 35 pmol m™? s, com fotoperiodo de 12/12 h

(luz/escuro).
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A protrusdo da radicula foi o critério determinado para didsporos germinados.Devido a
dificuldade de analisar o tempo exato da primeira germinacao e a necessidade de visualizacdo
de todas as estruturas, somente aos 11 dias apés a semeadura a primeira germinacdo foi
confirmada. Apds o inicio da germinacdo, realizou-se diariamente a contagem do ndmero de
didsporos germinados por 60 dias, embora a ultima germinacdo tenha ocorrido aos 40 dias

apo6s a semeadura.

2.4 Viabilidade dos diasporos com Tetrazélio

2.4.1 Pré-teste

Os didsporos remanescentes que nao apresentaram germinacdo foram avaliados
quanto a sua viabilidade pelo teste de tetrazdlio, no entanto, devido a escassez de
informacdes, realizou-se primeiramente um pré-teste com 50 didsporos, que foram dispostos
em uma caixa do tipo gerbox contendo uma folha de papel mata borrdo umedecida com 8 ml
de 4dgua destilada. Apds a embebicdo em temperatura ambiente, os didsporos foram imersos
em uma solugdo de Cloreto de 2,3,5-Trifenil (Tetrazélio a 0,1%) e avaliados quanto ao tempo
para coloracdo de acordo com o modo de preparo das amostras, sendo 15 didsporos inteiros
(sem nenhum corte), 25 cortados de forma longitudinal e 10 de forma transversal, que
consequentemente, também indicou a posicdo e o formato do embrido apds a abertura. O
material foi colocado dentro de estufa regulada a uma temperatura de 30 °C £ 2 °C.

As avaliacdes foram realizadas com intervalos de 1 h. Na primeira avaliacdo, a
maioria dos didsporos cortados no sentido longitudinal e alguns no sentido transversal,
comecgaram a modificar a cor do embrido, indicando que o processo de coloracdo inicia-se em
1 hora, ap6s o contato com o sal (Figura 2. a). Na segunda avaliagdo, os didsporos ja coloridos
apresentaram um tom rosa claro (Figura 2. b). Na terceira avaliagdo, tom rosa intermediério
(Figura 2. c¢) e na quarta e ultima avaliacdo, os didsporos estavam completamente coloridos,
apresentando a tonalidade vermelha (Figura 2. d). Ao final dessas avaliagdes, os 15 didsporos
inteiros foram abertos no sentido longitudinal e transversal, constatando-se que nao houve
nenhuma modificacdo em sua cor, demonstrando que a imersdo de didsporos inteiros em
solucdo de Cloreto de 2,3,5-Trifenil (Tetrazdlio a 0,1%) por 4 horas, ndo é recomendada para

avaliacdo da viabilidade (Figura 2. e).
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Figura 2. Viabilidade dos didsporos de Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae)
com Cloreto de 2,3,5-Trifenil (Tetrazolio a 0,1%). Letras: a, b, c, d, e, correspondem ao pré
teste. a. inicio do processo de coloracdo, imersao por 1 hora; b. imersdo por 2 horas; c.
imersdo por 3 horas; d. imersdo por 4 horas; e. didsporo aberto ao final das avaliacdes; f.
didsporo remanescente imerso por 3 horas. Escala: 1 mm, didsporos medindo
aproximadamente 5 mm? (Figuras a, b, ¢, d, e, f). Fonte: Arquivo pessoal.

2.4.2 Diasporos remanescentes

O pré-teste indicou que o corte longitudinal com um tempo de imersdo de 4 horas em
solugcdo de Cloreto de 2,3,5-Trifenil (Tetrazdlio a 0,1%) é o mais eficiente para andlise da
viabilidade de didsporos de P.chiquitensis, todavia, como os didsporos remanescentes estavam
em um estado de deterioracdo mais avancado, optou-se por este corte, mas com um menor
tempo de imersdo, avaliando ao final, o nimero de didsporos com e sem embrido, vidveis e
ndo vidveis. O material foi incubado em estufa regulada a 30 °C £ 2 °C por 3 horas, apds este
periodo, os que apresentaram coloracdo vermelho e tecidos tirgidos foram quantificados

como vidveis (Figura 2. f).
2.5 Medidas de germinacio de diasporos e analise estatistica

Além da germinabilidade, foram calculados o tempo médio e final de germinacdo

(LABOURIAU, 1983), velocidade de germinagdo (MAGUIRE, 1962), coeficiente de variacao
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do tempo de germinacdo (RANAL; SANTANA, 2006) e sincronia (PRIMACK, 1980). Todas
as caracteristicas avaliadas foram testadas quanto as pressuposicdes de normalidade dos
residuos (Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das varidncias (Levene), sendo
transformadas quando da violacdo de uma, ou mais dessas pressuposi¢cdes. Para comparacdes
dos estimuladores de crescimento, temperaturas de exposi¢do e coloragdo dos frutos, utilizou-
se a andlise de variancia seguida do teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia. Gréficos de
frequéncias percentuais representaram o comportamento dos didsporos ao longo do tempo
quando submetidos a alguns tratamentos (didsporos expostos a 35 e 70 °C por 30 minutos;
embebidas por 4 horas em dgua e 100 e 300 mg L'de GA3). Esses seis tratamentos foram

selecionados entre os 13 por representarem o comportamento dos demais didsporos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Exposicdo a temperaturas entre 35 e 70 °C, imersdo em estimuladores de crescimento
(giberelina e nitrato de potdssio) e variacdo na coloragdo dos didsporos ndo alteraram as
medidas de germinagdo de P. chiquitensis (Tabela 2). Alta capacidade de germinacdo (entre
77,5 e 87,5%) e percentuais didrios de germinagdo entre 4 e 6 (para cada 50 didsporos,
germinam diariamente entre 2,46 a 3,03 didsporos) expresso pela velocidade de emergéncia
(VE) marcaram a habilidade da espécie em produzir didsporos vidveis e capazes de se
reproduzir sexualmente. Cabe destacar, a auséncia de didsporos nos capitulos florais de seis
individuos e menos de 100 nos capitulos de outros 12 individuos (Tabela 1), indicando que
mesmo com a restricdo de didsporos em muitas amostras, estes possuem boa qualidade. A
mortalidade atingiu 13,7% e o percentual de viabilidade dos didsporos remanescentes foi de

45,7%.

Tabela 2. Medidas de germinacdo de didsporos de Paepalanthus chiquitensis Herzog
(Eriocaulaceae) expostas a temperaturas entre 35 e 70 °C e estimuladores de crescimento
(giberelina-GAj e nitrato de potdssio-KNOs3).

Medidas de germinagdo

VE

.. . f Iy CV,
Tratamentos' o (dlasplo)ro e (di) ~ (dia) (%) ‘
Diésporos Claros 86,0 a 2,74 a 16,2a 25,0a 58.8a 0,138 a
Diésporos Escuros 87,5a 2,76 a 16,6a 26,3a 71,5a 0,104 b
Didsporos Claros+Escuros 83,0a 2,73 a 15,8a 23,3a 66,0 a 0,106 b
Agua/4h (controle) 86,5 a 2,90 a 15,7a 26,3 a 942 a 0,104 b
100 mg L''de GAs/4h 77,5 a 2,53 a 16,1a 30,3a 101,6a 0,113b
200 mg L 'de GAs/4h 81,0a 2,66 a 16,0a 25,5a 80,8a 0,095b
300 mg L 'de GAs/4h 86,5 a 3,03 a 149a 233a 655a 0,146a
KNOs a 0,1%/4h 80,0 a 2,60 a 16,1a 26,5a 80,1a 0,119b
35,0 (34,7 £1,1°C/30%) 81,0a 2,67 a 15,8a 27,0a 81,2a 0,102b
40,0 (40,0 £ 1,2 °C/30%) 78,0 a 2,46 a 16,7a 33,5a 105,03a 0,101b
50,0 (50,3 £ 0,8°C/30”) 80,5 a 2,62 a 16,2a 258a 83,5a 0,090b
60,0 (59,6 £2,4°C/30’) 79,0 a 2,46 a 16,8a 30,0a 869a 0,102b
70,0 (67,6 £ 1,1°C/30”) 82,0a 2,56 a 169a 240a 834a 0,085b
’Levene 2,077 3,255 0,675 0,873 1,616 2,455
2Kolmogorov—Smirnov 0,115 0,073 0,072 0,119 0,065 0,098
'CV (%) 8,41 9,56 4,17 18,30 33,05 21,82
3Transf0rmagﬁo arco seno raiz quadrada

(vx/100) (v/x+05)

'Médias seguidas pela mesma letra, na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott a
0,05 de significancia; G: germinabilidade; VE: velocidade de emergéncia; 1 e ¢ ;¢ tempos médio e final de

germinagdo; CV.: coeficiente de variagdo do tempo; Z: indice de sincronizagio e 'CV: coeficientes de variagdo
do experimento. *Pressuposi¢des, Levene e Kolmororov-Smirnov: valores sem negrito indicam residuos com
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distribuicdo normal e varidncias homogéneas, ambos a 0.01 de significancia. 3Transformagio do tipo angular

(arco seno +/x/100 ) e do tipo raiz quadrada ( /x + 0,5 ).

Uma revisdo de literatura sobre a capacidade germinativa de P. chiquitensis apontou
valores acima de 80% (SA e CARVALHO; RIBEIRO, 19994b; RIBEIRO, 1999). Assim, os
resultados dessa pesquisa mostraram que independente do tratamento, o padrao de
germinagdo da espécie foi pouco alterado (Tabela 2). A germinabilidade dos didsporos entre
78 <G < 82% nos tratamentos térmicos, demonstrou sua alta resisténcia a elevadas
temperaturas. Essa resisténcia do didsporo € importante, porque nos ambientes de ocorréncia
€ muito comum a presenca de queimadas, especialmente em estacoes de seca (NEVES et al.,
2011). A capacidade de resisténcia térmica também foi evidenciada para outras espécies da
familia Eriocaulaceae, S. nitens (Bong.) Ruhland, com germinacdo acima de 85% quando
submetida a temperaturas entre 60 e 150 °C por 1, 3 e 5 minutos (FICHINO et al., 2012).
Especificamente em P. chiquitensis, a exposi¢ao dos didsporos e de frutos nus a temperaturas
de 80 °C por 30 minutos, permitiu germinabilidade acima de 80% (SA e CARVALHO;
RIBEIRO, 1994b). Isso pode estar relacionado com o aumento da expressdo e ativacdo de
proteinas do tipo chaperonas, essa hipétese no entanto, deverd ser corroborada por trabalhos
futuros.

O uso de estimuladores, GAsz e KNOj3, ndo alterou a germinagdo de P.
chiquitensis(77,5 <G< 86,5%) (Tabela 2) um comportamento também verificado em outras
sempre-vivas utilizando giberelina, como S. anthemidiflorus Ruhland. G = 93,5% (GA3 500
mg L) e 89,5% (GA3 1000 mg L), S. verticillatus Ruhland., G = 63,0% (GA3 500 mg L") e
G = 59,0% (GA3 1000 mg LY e C. bisulcata Koern., G = 41,0% (GA3z 500 mg LYeG-=
37,5% (GA3 1000 mg L), que ndo aumentou a germinacdo na presenga de luz (BARRETO,
2012).

Os relatos cientificos mencionados indicam que em muitas espécies de Eriocaulaceae,
o fotoblatismo de didsporos ndo foi modificado por choques de temperatura e pela presenca
de giberelina ou nitrato de potdssio na embebicdo. A insensibilidade a espectros luminosos
parece ser um comportamento natural de algumas espécies do Cerrado que ocorrem no
mesmo ambiente. Em Dyckia tuberosa (Vell.) Beer (Bromeliaceae), por exemplo, a presenca
e auséncia de luz em diferentes temperaturas, nao influencia o processo germinativo (VIEIRA
et al., 2007).

Entre as testemunhas foi possivel constatar que a capacidade de germinagao de 83,0

<G < 87,5% nao esteve relacionada a heteromorfia (coloragdo) dos didsporos (Tabela 2).
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Contudo didsporos de coloracdo clara apresentaram maior sincronia (Z = 0,138). Esse foi um
indicativo de que a colheita de didsporos no estddio inicial para o armazenamento e/ou
producdo de mudas é mais vantajosa. Possivelmente, o motivo seja o fato dos didsporos claros
apresentarem menor quantidade de compostos resultantes da oxidacdo de substancias
fendlicas e deposi¢do de lignina, cutina e suberina nas paredes celulares dos macroesclereides,
que dao origem a coloracdo escura no estddio final da maturacdo e acarretam maiores
restricdes germinativas (APPEZZATO—DA—GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003;
NAKAGAWA et al., 2007). Entretanto o heteromorfismo também pode estar relacionado a
plasticidade fenotipica e a fatores genéticos e ambientais do local, como dias longos/curtos e
épocas secas/iUmidas (LUZURIAGA et al., 2006; SILVA, 2015). Independente dos fatores,
sejam eles fisiolégicos, genéticos ou ambientais, a heteromorfia relacionada a coloracdo do
tegumento reflete no desempenho germinativo de didsporos, porque estd relacionada a
capacidade de absorcdo de dgua (VENTURI; RANDI, 1997; ALVES et al., 2013; HERZOG
et al., 2013)o que possivelmente explica este comportamento.

O tempo inicial de germinacio foi aproximado, face a dificuldade de visualiza¢do da
protrusdo da radicula e da emissdo de parte aérea até o 10° dia, isso é devido a escassez de
informacdes sobre a espécie. O inicio das avaliagdes foi feito desde o 1° dia, porém a
germinagdo foi constatada somente no 11°. Contudo do ponto de vista avaliativo, a
quantificacdo feita no 11-° dia ndo representou, necessariamente um problema, uma vez que o
inicio do processo germinativo de P. chiquitensis pode ocorrer de 7 a 13 dias apds a
embebicdo e o desvio de um a trés dias para a primeira contagem de didsporos germinados €
permitido conforme as Regras para Andlise de Sementes (RIBEIRO, 1999; BRASIL, 2009).
Além disso, independente da data em que se identificou a primeira germinacao, foi possivel
acompanhar e verificar todo o processo de formacgado de plantulas.

A estabilizacdo da germinacdo ocorreu cerca de 21 dias apds a semeadura (3 semanas),
ainda sim, o tempo final de germinacado atingiu médias entre 23,3 e 33,3 dias (Tabela 2), em
decorréncia de alguns didsporos germinados até os 42 dias (6 semanas). Tempo médio entre
15 e 17 dias nem sempre coincidiram com as maiores frequéncias de germinacdo (Figura 2).
O tempo para o encerramento do processo germinativo de P.chiquitensis foi relativamente
longo. Isso evidencia que mesmo ndo apresentando dorméncia fisica, os didsporos da espécie
apresentam metabolismo germinativo cadenciado, prolongando o tempo final de germinacao.
Pensando na ideia de dorméncia ocasionada por um ou mais fatores externos ou internos, os
didasporos podem ser quiescentes (SENA, 2008; CARDOSO, 2009). Este comportamento

pode explicar os altos valores para o tempo final, principalmente nos tratamentos térmicos e
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com estimuladores. Isso também pode estar relacionado com o uso de amostras com misturas
de didsporos em diferentes fases, ou seja, alguns individuos possivelmente apresentavam
didsporos em estddio de maturagdo mais avancado do que os outros e embora isso ndo tenha
prejudicado a germinabilidade, provocou atraso no tempo de germinacao.

Os altos valores dos coeficientes de variagdo do tempo (58,8 <CV; < 105,5%) para os
didsporos expostos a temperaturas entre 35,0 e 70 °C, para os imersos em estimuladores de
crescimento (giberelina e nitrato de potdssio), além dos didsporos do controle e das
testemunhas, foram consequéncia da desuniformidade temporal do processo de germinacdo e
da dispersdo assimétrica da germinag¢do em torno dos tempos médios (Tabela 2 e Figura 2).
Esses resultados indicaram que mesmo apresentando alta germinabilidade, a espécie possui
comportamento heterogéneo na germinacao, que resulta em baixa sincronizagdo (Figura 2).
Isso pode ser o reflexo de oscilagdes climéticas e ecoldgicas durante a polinizagdo, formacao
e maturagdo dos frutos (GARWOOD, 1989; DORNELES et al., 2013).

Em condicdes naturais, a heterogeneidade possibilita maior eficiéncia na fase de
estabelecimento, porque permitird aos didsporos a produgdo e desenvolvimento de plantulas
em condi¢des propicias, aumentando as chances de sobrevivéncia em comparagdo com
didsporos que germinam em estreitos limites de temperatura (FERRAZ; VARELA, 2003;
GODOI; TAKAKI, 2004; VIEIRA et al., 2007). A falta de homogeneidade no processo de
germinagdo e emergéncia de plantulas também foi verificada em outras espécies nativas do
Cerrado encontradas em Campos rupestres, como Anacardium humile A. St.-Hil.
(Anacardiaceae)cajuzinho-do-cerrado (CARVALHO et al., 2005) e Dyckia tuberosa (Vell.)
Beer (Bromeliaceae) bromélia (VIEIRA et al., 2007).

Nesse contexto, foi questiondvel a representatividade do tempo médio como uma
medida temporal de tendéncia central de didsporos de P. chiquitensis. Os baixos valores de
sincronia (0,085 <Z < 0,146) refletiram as frequentes ocorréncias de germinagdo de um unico
didsporo que apesar de representar 2% no percentual final (um didsporo germinado em 50),
nido € quantificado por esta medida de germinagao.

No entanto a falta de sincronia no processo germinativo de P. chiquitensis éuma
caracteristica relacionada muitas vezes a fatores genéticos e ambientais, principalmente
devido as restri¢des do local de ocorréncia natural. Isso ocorre com frequéncia em espécies
florestais, arboreas, subarbdreas e/ou arbustivas e funciona como uma forma de evitar a
producdo de didsporos em curtos periodos de tempo (LUZ et al., 2010), como consequéncia

disso, tétm-se uma baixa sincronia de germinacao.
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Para a produ¢do de mudas, isso pode ser um fator negativo, porque os didsporos
permaneceriam no solo por um periodo maior, resultando na deterioracdo do material, mas no
habitat natural, isso aumentaria as chances de estabelecimento (EIRA et al., 1993;
CARVALHO et al., 2005;VIEIRA et al., 2007). A assincronia do processo germinativo
também foi verificada em didsporos de Anacardium humile A. St.-Hil. (Anacardiaceae)
cajuzinho-do-cerrado (CARVALHO et al., 2005), Ananas ananassoides (Baker) L. B. Sm.
(Bromeliaceae)  abacaxizinho-do-cerrado  (ANASTACIO; SANTANA, 2010) e
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschut (Fabaceae) Angico-
branco (DORNELES et al., 2013), espécies endémicas encontradas no Bioma Cerrado.

Por serem de tendéncia central, representadas por valores médios, as medidas nao
foram suficientes para descrever o processo de germinacdo dos didsporos da espécie e
precisaram ser combinadas com graficos de distribui¢do de frequéncia. Presenga de picos
precedidos por baixas frequéncias de germinag¢do revelaram a natureza assimétrica da
germinagdo particularmente observada em didsporos da testemunha (mistura) e do controle
(embebidas em dgua por 4 horas) (Figura 2 a,b).

As altas frequéncias observadas nas distribuicdes de frequéncia aos 11 dias apds a
semeadura foram consequéncia do represamento dos didsporos germinados até o 10-° dia. O
aumento da concentracio de giberelina de 100 para 300 mg L'de GAs reduziu o tempo final
de germinacdo de 37 para 25 dias, respectivamente (Figura 2 c¢,d); reducdo ainda maior foi
observada quando as temperaturas de exposicdo passaram de 35,0 °C para 70,0 °C. Na menor
temperatura, os didsporos germinaram em até 38 dias, enquanto a 70,0°C, aos 25 dias o

processo havia encerrado, com quase duas semanas de antecipagao (Figura 2 e,f).
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Figura 3. Distribuicbes de frequéncias dos percentuais de germinacdo de didsporos de
Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae). a. testemunha; b. controle; sementes
embebidas em 100 mg L''de GA3 (c) e 200 mg L 'de GA3 (d); expostas a temperaturas de 35
°C (e) e 70 °C (f). Fonte: Arquivo pessoal.
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Diédsporos de P. chiquitensis aumentaram sua capacidade relativa de embebicdo nas

primeiras 4 horas apds semeadura em superficie saturada; entre 4 e 6 horas essa capacidade

também aumentou, porém a taxas menores, estabilizando-se (Figura 4 a) das 6 até 144 horas

da embebicao (Figura 4 a,b).
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Figura 4. Capacidade relativa de embebi¢do de didsporos de
Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae) nas primeiras 12
horas (a) e 144 horas apds embebicao (b). Fonte: Arquivo pessoal.
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4. CONCLUSOES

Os tratamentos térmicos, estimuladores de crescimento e embebicdo em &dgua, ndo
alteram as medidas de germina¢do, com exce¢do da sincronia. Didsporos de P. chiquitensis
apresentam grande resisténcia térmica a exposi¢do curta em elevadas temperaturas e a
presenca de estimuladores durante a embebi¢do ndo foi capaz de acelerar a germinacdo. O uso

de didsporos claros promove maior homogeneidade e sincronia ao processo germinativo.
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CAPITULO III
Micropropagacao da sempre-viva Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germinacio de didsporos
emicropropagaciao da sempre-viva Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).
2018. 82 f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia), Universidade Federal de
Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.!

RESUMO

O estabelecimento in vitro de espécies ornamentais nativas a partir de sementes tem sido
empregado no sentido de evitar a eliminacdo de individuos, minimizando os impactos sobre
as populacdes naturais. Ndo existem relatos na literatura sobre a micropropagacdo de
Paepalanthus chiquitensisHerzog, uma sempre-viva de caracteristicas singulares distribuida
no campo rupestre da Reserva Bioldgica José Angelo Rizzo da Serra Dourada em
Mossamedes-GO. Esses resultados servirdo de base ndo somente para pesquisas futuras da
espécie como também para a multiplicacio de sempre-vivas em risco de extin¢do. Os
experimentos foram conduzidos em trés etapas, na primeira, foi desenvolvido um ensaio para
desinfestacdo de didsporos com solugdes contendo hipoclorito de sédio comercial (NaClO) (5,
10, 30 e 50%). A segunda etapa envolveu a utilizacdo de diferentes citocininas (2iP, BAP,
TDZ e KIN) e uma auxina (ANA)na fase de multiplicacdo in vitro,todas na dosagem de 1 mg
L!. A terceira etapa foram utilizadas concentracdes de ANA com a presenca de carvio
ativado, para o enraizamento in vitro. No estabelecimento in vitro, a solu¢do contendo 30% de
hipoclorito de sédio comercial foi a mais eficiente para a desinfestacdo dos didsporos de
P.chiquitensis e permitiu melhor germinabilidade. Embora a espécie consiga se desenvolver
sem a presenga de citocininas ou auxinas exdgenas no meio de cultura, o uso de 2iP associado
ao ANA na fase de multiplicagdo, permitiu maior crescimento da parte aérea e, no
enraizamento a concentracio de 0,25 mg L' de ANA juntamente com carvio ativado,
possibilitou os melhores resultados para o sistema radicular.

Palavras-chave: Espécie ornamental. Campos rupestres.Bioma Cerrado. Estabelecimento in
vitro. Multiplicagdo in vitro. Enraizamento in vitro.

! Orientadora: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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CHAPTER III
Micropropagation of the evergreen Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae)

CAROLLAYNE GONCALVES MAGALHAES. Germination of diaspores and
micropropagation of the evergreen Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae).
2018. 82 f. Dissertation (Master Degree in Agronomy/Phytotechnology), Federal University
of Uberlandia-UFU, Uberlandia, MG.?

ABSTRACT

The in vitro establishment of native ornamental species from seeds has been applied in the
sense of avoiding the elimination of individuals, minimizing the impacts on natural
populations. There are no reports in the literature on the micropropagation of Paepalanthus
chiquitensisHerzog, an evergreen with unique characteristics distributed in the rupestrian field
of the José Angelo Rizzo da Serra Dourada Biological Reserve in Mossimedes-GO. These
results will serve as a basis not only for future research on the species but also for the
multiplication of evergreens at risk of extinction. The experiments were carried out in three
stages, firstly, an experiment was carried out for diasporic disinfestation with solutions
containing commercial sodium hypochlorite (NaClO) (5, 10, 30 and 50%). The second step
involved the use of different cytokinins (2iP, BAP, TDZ and KIN) and an auxin (ANA) in the
in vitro multiplication phase, all at a dosage of 1 mg L!. The third step was used ANA
concentrations with the presence of activated carbon for in vitro rooting. In the in vitro
establishment, the solution containing 30% commercial sodium hypochlorite was the most
efficient for the disinfestation of P.chiquitensis diaspores and allowed better germinability.
Although the species can develop without the presence cytokinins or exogenous auxins in the
culture medium, the use of 2iP associated to the ANA in the multiplication phase, allowed
greater growth of the aerial part and in the rooting the concentration of 0,25 mg L'of ANA
together with activated carbon, allowed the best results for the root system.

Keywords: Ornamental species. Rock fields. Closed Biome. In vitro establishment. In vitro
multiplication. In vitro rooting.

2Advisor: Profa. Dra. Denise Garcia de Santana
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1.INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais possibilita a conservacdo de germoplasmas em cole¢des
in vitro e a multiplicacdo de espécies nativas permitindo a elevada producdo de plantas por
meio de explantes vegetais em curto periodo de tempo e de espago fisico (SANTOS et al.,
2006; BORSOI, 2009; PEGO, 2009). Essa possibilidade torna-se ainda mais expressiva para
sempre-vivas da familia Eriocaulaceae, como Paepalanthus chiquitensis Herzog, em fungdo
da monocarpia, comumente associada a morte do individuo depois do evento reprodutivo,
inviabilizando a multiplicagcdo vegetativa de individuos superiores.

O estabelecimento in vitro de plantas ornamentais nativas a partir de sementes ou
unidades de dispersdo tem sido bastante empregado por evitar a eliminacdo de individuos
minimizando os impactos sobre as populacdes naturais. Apesar do maior tempo gasto para a
obtencdo das mudas, um dos beneficios do uso de sementes € a menor possibilidade de
contamina¢do do meio de cultivo quando comparadas com a propagacdo por meio de tecidos
extraidos de plantas matrizes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; BELLINTANI et al.,
2007; GOLLE, 2007). Outra vantagem € que materiais juvenis estabelecidos sdo mais
responsivos aos hormonios empregados nas fases subsequentes (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Um aspecto muito importante dessa etapa, porém problematico em algumas situacdes,
consiste na assepsia do material, geralmente feita com solu¢des contendo algum sanitizante a
base de cloro, como o hipoclorito de célcio (Ca (ClO)2), menos toxico, ou de sédio (NaClO),
sendo o segundo, utilizado com mais frequéncia em funcdo do baixo custo. Esses produtos
sdo empregados no intuito de eliminar micro-organismos do tecido vegetal como bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, sem danificd-lo, o0 que nem sempre acontece durante os
procedimentos de desinfestacio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; DANTAS et al.,
2002; RESENDE, 2009; LEON, 2010). A atuacio do hipoclorito de sédio para a
desinfestacao de didsporos da familia Eriocaulaceae no cultivo in vitro ainda € desconhecida.
Pesquisas sdo necessdrias para buscar o equilibrio entre a concentragdo de sanitizante e o
tempo de assepsia para os didsporos de P. chiquitensis, visto que, cada espécie necessita de
um protocolo especifico para desinfestacdo e a ineficdcia desse procedimento pode
comprometer as outras etapas da micropropagagao.

Plantulas provenientes do estabelecimento in vitro sdo mantidas em meios nutritivos e
adotadas como explantes na multiplicacdo. Em todas as fases que compdem o processo, meios

de cultura, como o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e o0 WPM (Wood Plant Medium,
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1981), sdo necessdrios para o desenvolvimento vegetal, sendo o WPM muito utilizado para
espécies lenhosas e sugerido para algumas sempre-vivas (PAIXAO-SANTOS et al., 2003;
BELLINTANI et al., 2007; PEGO, 2009; ALBUQUERQUE, 2013; PRUDENTE et al.,
2015). Nesses meios, a concentracao de sais e, especialmente os aguicares, estao relacionados
as exigéncias nutricionais das plantas, por influenciar em varios processos metabodlicos tais
como o crescimento celular, morfogénese e suprimento da demanda de carboidratos,
principalmente em didsporos de pequeno tamanho e com baixa quantidade de reservas, como
P. chiquitensis que possui 5 mm? (RIBEIRO, 1999; DIGNART, 2006; FREITAS NETO,
2009).

A suplementacdo com reguladores de crescimento nesses meios de cultura, de forma
isolada ou combinada, com auxinas naturais (AIA-acido indolacético), ou sintéticas (AIB-
acido indolbutirico e ANA-4cido naftalenoacético) e citocininas exdgenas (2iP-2-
isopenteniladenina, BAP-6-benzilamino-purina, TDZ- thidiazuron e KIN-cinetina-6-
furfurilaminopurina) também sdo de suma importancia para o sucesso do cultivo in vitro. A
presenca de auxina € essencial para o alongamento e divisdo celular promovendo a formacao
de calos, expansdo de tecidos, raizes e embriogénese somadtica e as citocininas, promovem O
crescimento e formacdo de brotacdes miltiplas (GEORGE, 1993; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2008). E essencial verificar a influéncia desses
reguladores isoladamente, principalmente em P. chiquitensis que apresenta bom
desenvolvimento da parte aérea, mas lenta formacao do sistema radicular.

Apesar de ndo haver relatos cientificos da micropropagacdo de P. chiquitensis,
algumas pesquisas com outras espécies de sempre-vivas da familia Eriocaulaceae apontaram
resultados importantes na germinacao e na aclimatizacao de Actinocephalus bongardii(A. St.-
Hil.) Sano (PRUDENTE et al., 2015),na conservacdo de Syngonanthus mucugensis Giulietti
subsp. mucugensis (LIMA-BRITO et al.,, 2011), no estabelecimento, regeneracdo e
conservacgaode Comanthera mucugensis subsp. mucugensis eComanthera
curralensisMoldenke (ALBUQUERQUE, 2013; ALBUQUERQUE et al., 2016), bem como
na germinagio, multiplicaciio e calogénese de Syngonanthus mucugensis Giulietti (PAIXAO-
SANTOS et al., 2003; SILVA et al., 2005a,b; SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2008),
estabelecimento, multiplicacdo e aclimatizacdode Syngonanthus elegans (Bong.) Ruhland
(PEGO 2009; PEGO et al., 2014) e estabelecimento, multiplicacio e aclimatizacdode
Syngonanthus eleganthulus Ruhland (PEGO, 2009; PEGO et al., 2013).

De beleza singular, P. chiquitensis ¢ uma espécie prioritiria nas pesquisas sobre

propagacdo e cultivo por sua representatividade na familia Eriocaulaceae, alto potencial de
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exploragdo econdmica e importancia socioambiental nos ambientes de ocorréncia. Os
resultados desse trabalho s@o os primeiros relatos sobre o cultivo in vitro de P. chiquitensis
servindo como base para estudos futuros com a espécie, ou para a multiplicacdo de sempre-

vivas em risco de extingao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Descri¢ao morfologica da espécie

O nome chiquitensis é uma referéncia a provincia de Chiquitos, departamento de Santa
Cruz, localizada na Bolivia, local onde Theodor Carl (Karl) Julius Herzog fez a identificacao
da espécie no ano de 1924. No entanto Paepalanthus speciosus (Bong.) Korn e Paepalanthus
amoenus (Bong.) Korn, var. de Bolivianus, também sdo sinonimias encontradas na literatura.
A inflorescéncia comumente Unica, € desenvolvida a partir de um &pice reprodutivo da parte
aérea (PHILIPSON, 1946). A plantapossui entre 1,0 e 2,5 m de altura, caule aéreo curto,
folhas planas, persistentes e rosuladas; o eixo reprodutivo € ereto, com variagdo no
comprimento de 0,8 m a 2,2 m. As bracteas florais possuem coloracdo creme a castanho
escuro, lineares a espatuladas, com dpice agudo a obtuso, ciliadas e membrandceas, com
dimensdo de 3 x 0,5 mm. Os capitulos sdo alvos com 5-12 mm de diametro, compostos por
aproximadamente 500 flores 2-meras (dimeras). Os escapos florais sdo glabros, livres entre si,
reunidos em um conjunto de 240 a 450 por individuo, medindo entre 10 e 30 cm de
comprimento, com coloracdo verde a castanho (ANDRINO et al., 2015). A geminacdo ¢é
classificada como hipdgea e as plantulas sdo criptocotiledonares, podendo ocorrer a presenca
de frutos do tipo cdpsula dicoca, isto €, com dois embrides. Os didsporos sdao do tipo
intermedidrio, sbglobosos, glabros fldvidos e ligeiramente amarelados, com longevidade de
até oito meses apds o armazenamento (PIO CORRI::A, 1984, SA e CARVALHO; RIBEIRO,
1994). Os didsporos da espécie dispersam em envoltdrios de fibras, neste trabalho, o fruto sem

essas estruturas foi denominado de didsporo.

2.2 Coleta das inflorescéncias e beneficiamento dos diasporos

Inflorescéncias de 36 individuos georreferenciados de P.chiquitensis foram coletadas
manualmente no campo rupestre da Reserva Bioldgica José Angelo Rizzo da Serra Dourada,
em Mossamedes-GO. Das amostras coletadas, apenas 30 individuos apresentaram diasporos e
nos outros seis individuos a producdo de didsporos foi inexistente. As amostras foram
retiradas com auxilio de uma tesoura de poda permanecendo em sacos de papel para secagem
natural até o inicio do beneficiamento. Na parte do capitulo que contém os didsporos, as
estruturas de dispersdo apresentam-se ericadas, formando uma ou mais linhas distinguiveis

em torno do capitulo e foram retiradas utilizando-se pingas de metal. Além dos didsporos,
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quantidades considerdveis de restos florais foram geradas e separadas por peneira. Depois de
peneirar, cada didsporo foi separado manualmente das suas estruturas de dispersdo (envoltério
de fibras). Até a instalagdo dos experimentos, os didsporos permaneceram armazenados em
sacos de papel a temperatura de 19 °C e 35% de umidade relativa.

Os experimentosforam divididos em trés etapas. Na primeira, foi desenvolvido um
ensaio para desinfestacdo de didsporos, com diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio
(NaClO). A segunda etapa envolveu a utilizacdo de diferentes citocininas, no intuito de se
identificar a mais eficiente para a fase de multiplicacdo e na terceira etapa, foram utilizadas

diferentes concentracdes de ANA (dcido naftalenoacético) para o enraizamento in vitro.

2.3 Estabelecimento in vitro de Paepalanthus chiquitensis Herzog

Os procedimentos de assepsia e inoculacdo dos didsporos foram realizados em camara
de fluxo laminar com delineamento inteiramente casualizado e quatro percentuais de
hipoclorito de sédio (5, 10, 30 e 50% da soluc¢do comercial contendo de 2 a 2,5% de NaClO).
Cada tratamento apresentava quatro repeticoes compostas por seis frascos contendo cinco
didsporos em cada, totalizando 96 frascos. Previamente, os didsporos de P. chiquitensis foram
colocados em tubos de ensaio pldstico com tampa e desinfestados com &dlcool 70% por 1
minuto, sendo essa solu¢do descartada. Posteriormente, os didsporos foram imersos por 20
minutos, sob agitagdo, em cada uma das solucdes de hipoclorito (5, 10, 30 e 50%), contendo
duas gotas de detergente. Antes da inoculagdo, os didporos foram lavados quatro vezes em
dgua destilada e autoclavada.

A inoculagdo foi feita em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com
100% da concentragdo de sais, em frascos de vidro transparente (66,5 mm de diametro x 130
mm de altura) com capacidade para 200 mL, contendo 30 mL de meio de cultura,
suplementado com 15 g L' de sacarose e solidificado com 1,8 g L' de phytagel.O pH foi
ajustado para 5,7 e o meio de cultura autoclavado a 121 °C e 1,2 atm de pressdo por 20
minutos. Os frascos foram devidamente identificados, vedados com tampas de polipropileno e
filme PVC. O material permaneceu em sala de crescimento convencional com fotoperiodo de
16/8 horas de luz/escuro e temperatura de 25 + 2°C,sob intensidade de 6,00 umol m? s’
fornecida por lampadas brancas fluorescentes.

A contagem didria do nimero de didsporos germinados e contaminados ocorreu
sempre no mesmo periodo entre as 11:00 h e 13:00h ao longo de 30 dias, utilizando-se como

critério de germinacdo a protrusio da radicula. Na avaliacdo foram consideradas como
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contaminacgdes primdrias aquelas provenientes do proprio didsporo e secunddrias, as do meio
de cultura, ou as provenientes de outros didsporos.

Entre as caracteristicas, analisaram-se os percentuais de contaminacdes primarias e
secunddrias, a germinabilidade, percentual de formacdo de plantas, tempos inicial, médio e
final de germinacdo, coeficiente de variagdo do tempo e sincronia (RANAL; SANTANA,
2006). Para comparacdo, foram utilizados os modelos lineares generalizados, distribui¢dao

Binomial e fun¢do de ligacdo logit.

2.4 Multiplicacao in vitro de Paepalanthus chiquitensis Herzog

Das plantulas obtidas a partir de didsporos tratados com as solucdes de hipoclorito (5,
10, 30 e 50%), 60 apresentavam, aos quarenta e seis dias, rosetas com folhas de tamanho entre
1 a2 cm e cerca de 10 a 12 folhas e foram utilizadas como explantes. A inocula¢ido ocorreu
dentro de camara de fluxo laminar, com o auxilio de pincas e em frascos de vidro
transparentes com a mesma capacidade e quantidade de meio, sendo também identificados,
vedados e mantidos em sala de crescimento convencional nas mesmas condi¢des do
experimento 1.

A repicagem foi feita para o meio de cultura, MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com
100% da concentrac@o de sais, sendo o preparo, ajuste de pH e autoclavagem realizados de
forma semelhante ao primeiro experimento, acrescido no entanto, de uma auxina (1 mg L' de
4cido naftalenoacético-ANA) e quatro tipos de citocininas, todas na dose de 1 mg L!. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com os tratamentos formados pelas
quatro citocininas (2iP-2-isopenteniladenina, BAP-6-benzilamino-purina, TDZ- thidiazuron e
KIN-cinetina-6-furfurilaminopurina) € uma testemunha (sem a utilizacdo de auxina e
citocinina) com quatro repeticdes por tratamento. Cada repeticdo foi composta por trés
frascos, contendo uma plantula em cada, totalizando 60 frascos.

Aos sessenta e quatro dias da inoculagcdo, foram analisados o didmetro da roseta,
nimero e comprimento das folhas vivas e massas da matéria fresca e seca da parte aérea. A
massa seca foi determinada apds a secagem das plantulas em estufa com circulacdo forcada de
ar, a 67 °C £ 2 °C durante 7 dias, tempo necessdrio para que o material atingisse massa
constante. Tanto a massa fresca quanto a massa seca foram mensuradas com auxilio de
balanga analitica digital, com precisao de 0,0001 g.

As caracteristicas foram testadas quanto as pressuposicdes de normalidade dos

residuos e homogeneidade das variancias a 0,01 de significancia e a testemunha foi
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comparada com todos os tratamentos pelo teste de Dunnet a 0,05 de significancia. Todas as
médias foram analisadas pela ANOVA, tendo os efeitos dos tratamentos comparados pelo

teste de Tukey a 0,05 de significancia. A falta de homogeneidade para a caracteristica massa

fresca da parte aérea levou a transformagio dos dados do tipo raiz quadrada (4/x+0,5).

2.5 Enraizamento in vitro de Paepalanthus chiquitensis Herzog
2.5.1 Germinacao de diasporos e obtencao das plantulas

Os procedimentos de assepsia e inoculagdo dos didsporos foram realizados em camara
de fluxo laminar.Os didsporos de P. chiquitensis foram desinfestados e inoculados de forma
semelhante ao primeiro experimento, utilizando-se, no entanto, a solu¢do contendo 30% de
hipoclorito de s6dio comercial. O preparo, ajuste de pH e autoclavagem do meio de cultura
também foram realizados como citado no item 3.3. A primeira germinagdo foi constatada

nove dias apds a inoculagdo, seguindo o mesmo critério de germinacao do experimento 1.
2.5.2 Transplantio das plantulas e variacoes de auxina

Aos cinco meses da inoculagdo dos didsporos, as plantas foram transferidas por meio
de pincas para um outro meio de cultura, MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 100% da
concentragido de sais, suplementado com 20 g L' de sacarose, 2 g L' de carvdo ativado e
solidificado com 7 g L' de 4gar. Usou-se o delineamento inteiramente casualizado, com oito
concentracdes de ANA (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 € 4,0 mg L") e duas testemunhas sem
a presenca de auxina (com presenca e auséncia de carvdo ativado) em quatro repeticoes,
compostas por cinco frascos, contendo 50 mL de meio e uma planta em cada, totalizando 200
frascos. O carvao ativado foi utilizado com o objetivo de fisicamente simular a condi¢ao de
escuro, que favorece o desenvolvimento do sistema radicular, e quimicamente, adsorver
elementos inibidores do enraizamento in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
LEITZKE et al., 2009). Em toda a fase de enraizamento in vitro, item 3.5, o material
permaneceu em sala de crescimento convencional nas mesmas condi¢des do item 3.3 e 3.4,
com excegdo da intensidade luminosa que foi de 12,2 umol m?2 s\,

Aos cinquenta e dois dias do transplantio, analisou-se a porcentagem do enraizamento

(com base no nimero de plantas enraizadas por repeticio) comprimento das raizes e a massa
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da matéria fresca e seca do sistema radicular. Os procedimentos para secagem € mensuracao
da massa fresca e seca do sistema radicular foram realizados de forma semelhante ao que foi
feito para a parte aérea, descrito no item 3.4. Essas caracteristicas foram testadas quanto as
pressuposicdoes de normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias a 0,01 de
significancia e cada testemunha comparada com os demais tratamentos pelo teste de Dunnet a
0,05 de significancia. Com excecdo do comprimento das raizes, as varidveis ndo atenderam as
pressuposicdes por Levene e Kolmogorov-Smirnov, mesmo com transformacdo de dados.
Neste caso, prosseguiu-se com a comparagao de médias sem transformacio pela ANOVA, foi

utilizado o teste de Scott-Knott a 0,05 de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinabilidade de 83,99% obtida para didsporos desinfestados com a solugdo
contendo 30% de hipoclorito do sédio comercial indicou, num primeiro momento, baixo
efeito inibidor do hipoclorito sobre a germinacao (Figura 1). Cabe destacar, a diferenca desse
resultado em comparacdo com os percentuais de germinagdo in vitro de didsporos ndo
desinfestados de Swietenia macrophylla King (mogno), G = 1,8%, (COUTO et al., 2004) e de
Mpyrcianthes pungens (Berg) Legr. (gabijuzeiro, sem registro de germinacdo (SOUZA et al.,
2011). Todavia, as porcentagens de plantulas foram extremamente baixas em comparacio
com o nimero de didsporos germinados em todas as concentracdes de hipoclorito (cerca de
metade dos didsporos se transformaram em plantulas) (Figura 1).

Esse efeito prejudicial do hipoclorito sobre a formagdo das plantulas deve-se a agdo
desinfestante do 4dcido hipocloroso, presente no sanitizante. O 4cido hipocloroso (HCIO) é
resultante da hidrélise dos componentes clorados. Como todos os hipocloritos, o NaCIO é um
sal do HCIO que ao reagir com H>O forma os fons Na* e ClO™ e uma porg¢do é hidrolisada em
acido hipocloroso com alto poder oxidante (NaOCI+H>O = Na* + OH + HCIO + Cl,). Essa
reacdo eleva o pH da dgua (SOUZA et al. 2006; RESENDE, 2009) e as formas predominantes
de cloro, &4cido hipocloroso e o {ion hipoclorito, sdo corrosivas principalmente em
concentracdes elevadas; ao entrar em contato com o endosperma, provoca reacdes de
oxidacdo e degradacdo de lignina na parede celular (HISE, 1996).

Considerando que a efetiva embebi¢do de dgua de P. chiquitensis ocorre com menos
de 30 minutos e que o tempo de imersdo nas solucdes foi de 20 minutos, acredita-se que a
répida absorcdo da soluc@o contendo hipoclorito de sédio possa ter ocasionado danificacdes
nas células, diminuindo a capacidade seletiva das membranas que favorece mais ainda a
absorcao de hipoclorito (SOFIATTI et al., 2008). Essa pode ter sido uma das causas dos

problemas encontrados na formagao de plantulas.
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Figura 1. Germinabilidade e porcentagem de plantulas de Paepalanthus chiquitensis
Herzog (Eriocaulaceae) originados da desinfestagcdo dos didsporos em solugdes
contendo hiploclorito de sédio comercial (2 a 2,5% de NaClO). Letras maidsculas
para germinabilidade e mintsculas para plantulas. Fonte: Arquivo pessoal.

O inicio do aparecimento de fungos ocorreu trés dias apds a inoculagdo, porém os
percentuais de contaminagdo primdria foram baixos e atingiram o maximo de 5%, mesmo na
menor concentragdo (5% da solucdo de hipoclorito de sodio) (Figura 2). A contaminacio
secunddria, superior a primdria, atingiu cerca de 15% na proporc¢ao de 10% de hipoclorito de
sodio comercial. Contudo, como a contamina¢do secunddria € decorrente de outros fatores,
entre elas a contaminacdo do meio ou a proximidade com didsporos contaminados, a
expressao tem pouca relagdo com o hipoclorito de s6dio. Dentre os didsporos contaminados,
observou-se que a maioria foi capaz de germinar, entretanto muitos resultaram em plantulas
com alguma anormalidade. Dentre as anormalidades estavam, folhas de coloracdo verde claro,
parcialmente ou completamente despigmentadas, baixo crescimento e ma formagdo da parte

aérea e radicular.
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Figura 2. Percentuais de contaminacdo primdria e secunddria de Paepalanthus
chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae) estabelecidos in vitro a partir de didsporos em
solucdes contendo hiploclorito de s6dio comercial (2 a 2,5% de NaClO). Letras
maiusculas para contaminacdo primdria € minusculas para secunddaria. Fonte:
Arquivo pessoal.

Embora ndo existam pesquisas sobre a desinfestacdo de didsporos de P. chiquitensis no
cultivo in vitro, pesquisas demonstraram a eficiéncia do hipoclorito de sodio em
concentracdes entre 2 e 5% de cloro ativo por 10 a 30 minutos para S. macrophylla (COUTO
et al., 2004), Cordia trichotoma (Vell.) Arrdab. Ex Steud. (louro-pardo) (FICK et al., 2007),
Ananas comosus L. Merril. (abacaxi) (MORAES et al., 2007) eMyrcianthes pungens (Berg)
Legr. (gabijuzeiro) (SOUZA et al., 2011). Nos trabalhos sobre germinacdo in vitro com
sempre-vivas, a desinfestacdo foi feita com a solucdo comercial pura contendo 2,5% de
NaClO por 10 ou 15 minutos, porém sem relatos quanto ao efeito do produto sobre a
germinagio e formacdo das plantulas deS. mucugensis Giulietti (10 e 15 min) (PAIXAO-
SANTOS et al, 2003; SILVA et al, 2005b), C. curralensis Moldenke (10 min)
(ALBUQUERQUE, 2013), Actinocephalus bongardii (A. St.Hil.)) Sano (10 min)
(PRUDENTE et al., 2015),S. eleganthulus Ruhland (10 min) (PEGO, 2009; PEGO et al.,
2013) e S. elegans (Bong.) Ruhland (10 min) (PEGO, 2009; PEGO et al., 2014). Portanto o
presente trabalho de modo inédito, oferece pistas sobre a acdo deletéria do hipoclorito de
sodio no desenvolvimento de plantulas de P. chiquitensis.

A primeira germinacdo in vitro foi constatada aos nove dias da inoculagdo e o tempo
final em torno de 25 dias, isso evidencia pouca relacdo da concentracdo de hipoclorito de
s6dio comercial com a germinagdo de diasporos de P. chiquitensis (Figura 3). Resultado

1déntico em relacdo ao hipoclorito ocorreu com o tempo médio que variou de 12,8 a 14,8 dias.
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Figura 3. Tempos inicial, médio e final da germinacdo in vitro de Paepalanthus
chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae) originados da desinfestacdo dos didsporos em
solucdes contendo hiploclorito de s6dio comercial (2 a 2,5% de NaClO). Letras
minudsculas para tempo inicial, maidsculas em itdlico para tempo médio e
maitsculas sem itdlico, para tempo final. Fonte: Arquivo pessoal.

Aos trinta dias da inoculagdo, o processo germinativo ainda ndo havia se estabilizado
(Figura 4), mas a quantidade de plantulas era suficiente para a realizacdo do ensaio de
multiplicagdo in vitro, optando-se pela finalizagdo. O processo foi caracterizado como
assincrono e espalhado no tempo, com baixa frequéncia relativa (Figura 4), constatado pelos
altos valores obtidos para o coeficiente de variacdo do tempo (entre 126,04 e181,80%) e
baixos valores de sincronia, préoximos de zero (entre 0,096 e 0,207). Os maiores picos e

frequéncias de germinacdo ocorreram entre o 8° e 14° dia ap6s o inicio da germinacdo (Figura

4),
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Figura 4. Frequéncia relativa da germinacdo in vitro de Paepalanthus chiquitensis Herzog
(Eriocaulaceae) originadas da desinfestacdo dos didsporos em solucdes contendo hiploclorito
de sédio comercial (2 a 2,5% de NaClO). Fonte: Arquivo pessoal.

O acréscimo ao meio MS de 1 mg L'! de auxina (ANA) e 1 mg L! das citocininas (2iP,
BAP e KIN) possibilitou aumento do diametro de roseta, nimero e comprimento de folhas de
P. chiquitensis. As plantas da testemunha também apresentaram bom crescimento da parte
aérea, mas com menores incrementos de massa seca e fresca (Tabela 1).A capacidade dessa
espécie em se desenvolver sem o regulador pode ser explicada pelo fato das citocininas, em
alguns casos, serem dispensdveis no meio de cultura, uma vez que muitos tecidos vegetais
possuem a capacidade de se desenvolver apenas com a suplementacido de auxinas (OZIAS-
AKINS; VASIL, 1985). Essa caracteristica € benéfica do ponto de vista financeiro, porque
promove a reducio e economia de reagentes quimicos. A incorporag¢do ao meio MS de 2iP ou
BAP associados ao ANA causou maior acimulo de massa da matéria fresca da parte aérea,
porém para massa da matéria seca apenas a incorporagdo de 2iP foi superior (Tabela 1). Nao

foi constatada a presenga e/ou formacgdo de raizes nas plantas, em nenhum dos tratamentos.
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Tabela 1. Caracteristicas da parte aérea de plantas de Paepalanthus chiquitensis Herzog
(Eriocaulaceae) desenvolvidas em meio de cultura contendo auxina e citocininas.

Caracteristicas
Reguladores de crescimento! DR NFV CF MFA MSA
(ImgL'+1 mgL™) (mm) (mm) (g (8
2iP+ANA 54,29 ab 19,75 a 92,31 a 3,4772 a* 00,2624 a*
BAP+ANA 66,23 a 17,66 a 74,76 a 2,8675a* 00,1897 ab
KIN+ANA 67,35a 18,29 a 76,84 a 1,3565 b 0,1597 b
TDZ+ANA 42,67 b* 10,00 b* 30,82b* 3,2667 a* 0,2078 ab
Testemunha 62,85 ab 18,58 a 80,20 a 1,3379 b 0,1490 b
?Levene (homogeneidade) 2,918 1,250 0,797 4,516° 1,586
?Kolmogorov-Smirnov
(normaléi;dade dos residuos) 0,096 0,100 0.119 0,105 0,129
Coeficiente de variagao(%) 17,38 10,92 12,14 22,32 19,62
DMS 37,53 4,46 26,05 1,11 0,07

'Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
significincia; *Médias diferentes da testemunha pelo teste de Dunnet a 0,05 de significancia. DR: Diametro da
roseta; NFV: Numero de folhas vivas; CF: comprimento da folha; MFA e MSA: massas da matéria fresca e seca
da parte aérea, respectivamente; “Pressuposi¢des: valores sem negrito consistem em residuos com distribuigio

normal e varincias homogéneas, a 0,01 de significancia. *Transformacdo: (/x + 0,5).

Figura 5. Plantas de Paepalanthus chiquitensis Herzog (Eriocaulaceae) provenientes dos
diferentes tratamentos. a. planta da testemunha indicando crescimento ereto e normal;b. planta
submetida ao 2iP e c. planta submetida ao BAP, indicando falta de firmeza nas folhas ou
crescimento prostrado; d. presenca de calo fridvel em planta submetida ao BAP; e. planta
submetida ao TDZ indicando mortalidade; f. presenca de calo nao fridvel em planta submetida
ao TDZ. Escala: 1 cm (Figuras a, b, c, d, e, f). Fonte: Arquivo pessoal.

Apesar de apresentarem bom crescimento da parte aérea, com elevado nimero de
folhas, maiores comprimentos e incrementos de massas fresca e seca (Tabela 1), algumas
plantas submetidas ao 2iP mostraram-se com pouca firmeza (prostradas), dificultando a

mensuracdo do diametro (Figura 5. b). Esse regulador também inibiu a formagao de brotacdes

69



laterais, ao contrdrio do BAP, TDZ e testemunha (sem auxina e citocinina), em que foi
observada a presenca de brotos em muitas plantas. Tal comportamento pode ser explicado
pelo fato de que o 2iP e o KIN, em algumas espécies, favorecem apenas o crescimento, mas
nao a formagdo de calos ou brotagdes multiplas (HU; WANG, 1983; MARTINS et al., 2014).
Isso se deve a menor estabilidade e degradacdo mais rdpida por meio da enzima natural
citocinina oxidase e pela quebra da ligacdo dupla da cadeia lateral da molécula, em
comparagdo com o BAP que é metabolizado mais rapidamente pelos tecidos vegetais do que
reguladores sintéticos (GEORGE, 1993; BRZOBOHATY et al., 1994; CALDAS et al., 1998;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Na fase de multiplicacdo in vitro objetiva-se a producio de brotos vigorosos, por meio
da utilizacdo de citocininas exdgenas, contudo em plantas de P. chiquitensis, constatou-se a
presenca de brotacdes laterais mesmo na auséncia de reguladores. Essa € uma caracteristica
peculiarde algumas monocotiledoneas do Cerrado, como S. mucugensis subsp. mucugensis
(sempre-viva) (CERQUEIRA et al., 2008) eVellozia flavicans Mart. ex Schult. f. (canela-de-
ema) (FREITAS NETO, 2009). Como nessas espécies, existe certa heterogeneidade na
capacidade de emitir brota¢des em individuos de uma mesma populacio, podendo ocorrer a
presenca de plantas com perfilhamentos ainda no campo, isso sugere forte dominancia apical
(FREITAS NETO, 2009). No caso de espécies sujeitas a altas temperaturas e a restri¢des
hidricas como P. chiquitensis, a emissdo de brotacdes funciona como uma estratégia de
perpetuagdo da espécie em estacdes de seca (CERQUEIRA et al., 2008; MELO et al., 2008).

A incorporacdo de BAP associado ao ANA, embora tenha sido eficiente para o
crescimento da parte aérea (massa da matéria fresca), inducdo de brotacdes e calos fridveis
(nd3o compactos), resultou em plantas com pouca firmeza (prostradas) (Figura 5.c,d). Esse
regulador todavia, caracterizou-se como uma op¢ao de citocinina eficiente para a calogénese
de P. chiquitensis. O alto numero de brotagdes provavelmente estd relacionado com a
capacidade desse regulador em quebrar a dominancia apical e a dorméncia de gemas laterais,
que resulta na formacao de brotos (GEORGE, 1993; DINIZ et al., 2004; BAKHTIAR et al.
2016). Dentre o grupo de citocininas empregadas na multiplicagdo in vitro, esse regulador é
geralmente o mais eficiente no processo de multiplicacdo de estruturas aéreas e inducdo de
gemas axilares, além disso destaca-se pelo menor custo de aquisicio (MALIK et al., 2005;
LEITZKE et al., 2010; ARAGAO et al., 2011; SOARES et al., 2011).

Na literatura, os registros existentes sobre o cultivo in vitro de sempre-vivas da familia
Eriocaulaceae foram fundamentais para a discussdo dos resultados de P. chiquitensis. O

emprego de citocininas como o BAP nas concentracdes de 0,4 mg L' e 0,8 mg L levou a
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formacdo de 71,25 e 68,75% de calos fridveis de S. mucugensis(SANTOS et al., 2008). Este
mesmo regulador na concentragdo de 0,2 mg L'também influenciou de forma significativa o
ndmero de brotos por explante na organogénese indireta de C. mucugensis subsp. mucugensis
e a regeneracdo de calos via organogénese indireta de C. curralensis (ALBUQUERQUE,
2013).

O emprego de KIN resultou em plantas firmes, bem desenvolvidas com grande nimero
de folhas vivas e os maiores diametros de roseta (Tabela 1), porém foi quase inexistente a
presenca de brotagdes. Assim como na testemunha, houve baixo incremento de massa de
matérias fresca e seca. O KIN ndo é considerado uma citocinina eficiente para a indugdo de
brotos, um fato relacionado ao sistema enzimético de clivagem do grupo furfuril da 6-
furfurilaminopurina, com o grupo de enzimas oxidase/desidrogenase (SILVEIRA et al., 2009;
MARTINS et al., 2014; NISLER et al., 2016). Esse grupo de enzimas € responsdvel pela
catalisacdo da degradacdo de citocininas, que promove a redu¢do ou até mesmo a inibi¢dao
desse regulador na quebra de dominancia apical e resulta na auséncia de brotacdes laterais
(NISLER et al., 2016). Em funcdo disso, essa citocinina ndo ajuda a quebrar a dominéncia,
estimular a formacao de brotos e, consequentemente, aumentar a producdo de biomassa da
parte aérea, refletindo em baixos incrementos de massa fresca e seca.

A interacdo dessa citocinina (KIN) com outros grupos de citocininas, juntamente com
uma auxina, pode influenciar de forma diferenciada no desenvolvimento da parte aérea de
monocotiledoneas de campos rupestres. A concentragdo de 0,1 mg L' de KIN combinada
com 0,225 mg L' de BAP e 0,3 mg L' de AIB possibilitou maior desenvolvimento da parte
aérea, crescimento, formacdo de folhas e brotos vigorosos em Vellozia flavicans Mart. ex
Schult. f. (canela-de-ema) (FREITAS NETO, 2009).

A utilizacdo de TDZ na presenca de ANA, ambas nas dosagens de 1 mg L', além de
quantitativamente reduzir o nimero e o comprimento das folhas, inclusive em relacdo a
testemunha (Tabela 1)também causou anomalias como a formagdo de calos ndo fridveis
(compactos) e alta mortalidade (Figura 5. e, f). O incremento considerdvel na massa da
matéria fresca deve-se ao fato das plantas apresentarem maior peso em decorréncia da grande
quantidade de calos duros e anormais. A morte dessas plantas pode estar relacionada com o
fato do TDZ possuir pouca efetividade na degradacdo da clorofila em algumas espécies, nao
retardando a senescéncia foliar (LEMOS; BLAKE, 1996), ou o desbalango entre TDZ e ANA
no meio de cultura pode ter prejudicado o seu desenvolvimento, conforme relatado para
Peltophorum dubium Sprengel (cambui), em que a combinacao desses reguladores resultou na

morte de alguns explantes (CANDIDO, 2013).
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Em espécies de Eriocaulaceae, como S. elegans (Bong.) Ruhland, a formacao de calos
fridveis foi obtida com 0,5 ou 1,0 mg L' de ANA e auséncia de TDZ (PEGO et al. 2014),
assim como para S. elegantulus Ruhland, com essas mesmas concentracdes de auxina e com
1,0 ou 2,0 mg L' de TDZ (PEGO et al. 2013). Nesse sentido, sdo necessarios estudos
adicionais sobre o efeito deste regulador na multiplicacdo in vitro de P. chiquitensis Herzog.

O potencial de enraizamento in vitro das plantas foi alto, em média 99%, porém com
baixo nimero de raizes por planta, de coloracdo escura, frigeis e quebradicas,
impossibilitando a contagem (Tabela 2). Concentracdes acima de 1,5 mg L' de ANA,
associadas a presenca de carvio ativado ao meio MS, assim como o meio MS sem qualquer
auxina e sem carvao ativado, restringiram o comprimento radicular de P. chiquitensis (Tabela
2). Em contraponto, cabe destacar que doses abaixo de 1,5 mg L de ANA + carvio ativado
ndo restringiram, mas também ndo estimularam o crescimento radicular das plantas pela
semelhanga com os comprimentos obtidos em plantas da testemunha (apenas com carvao
ativado). Nao houve alteracdes na massa da matéria fresca da raiz e a massa da matéria seca

foi favorecida com as doses de 0,25 e 1,50 mg L' de ANA.

Tabela 2. Caracteristicas do sistema radicular de plantas de Paepalanthus chiquitensis Herzog
(Eriocaulaceae) submetidas a diferentes concentragdes de auxina (ANA) e presenca de carvao
ativado.

Caracteristicas
ANA (mg L!) + carvdo ativado  Enraizamento CR MFR MSR
(2gLh (%) (mm) (2) (2)

0,00 100,00 a 42,01 a 0,1702a 0,0189Db
0,25 100,00 a 48,90 a 0,2371 a*  0,0280 a
0,50 100,00 a 37,90 a 0,1308a 0,0162b
1,00 100,00 a 39,46 a 0,1486a 0,0196b
1,50 100,00 a 46,30 a 0,2040 a*  0,0247 a
2,00 100,00 a 31,07 b 0,1450a 0,0166Db
2,50 100,00 a 32,19b 0,1284a 0,0154Db
3,00 100,00 a 31,81Db 0,1558a 0,0180Db
4,00 95,00 a 32,00 b 0,1385a 0,0156Db

Sem carvao ativado* 100,00 a 27,73 b 0,1647a  0,0200b

?Levene (homogeneidade) 9,000 1,268 1,323 1,085

) )

Kolmogorov-Smirnov 0,475 0,076 0,165 0,141

(normalidade)

Coeficiente de variacdo (%) 3,18 45,67 75,69 73,12

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a
0,05 de significancia; *médias diferentes da testemunha (auséncia de carvado) pelo teste de Dunnet a 0,05 de
significancia.CR: Comprimento das raizes; MFR e MSR: Massas da matéria fresca e seca do sistema radicular,
respectivamente; “Pressuposi¢des: os valores sem negrito indicam residuos com distribui¢io normal e variincias
homogéneas, a 0,01 de significancia.
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A coloragio e fragilidade das raizes pode ter relacdo com a quantidade de sacarose, ou
de sais utilizados para suplementacdo do meio de cultura. Algumas espécies sdo sensiveis a
presenca desses componentes, necessitando de concentragdes mais baixas para o seu
desenvolvimento, principalmente em Eriocaulaceae distribuidas em locais com restri¢des
hidricas e solos pobres. Dependendo da espécie, altas concentracdes de sais tendem a
prejudicar todas as fases do enraizamento in vitro (CENTELLAS et al., 1999). Em sempre-
vivas da mesma familia como S. mucugensis Giul. subsp. mucugensis (LIMA-BRITO et al.,
2011) e C. curralensis Moldenke (ALBUQUERQUE, 2013), o melhor desenvolvimento da
parte aérea e do sistema radicular ocorreu com o cultivo em meio MS com metade das
concentragdes de sais (50%) e 15 g L'! de sacarose. Esse resultado sugere que a reducdo na
concentracdo de sais e sacarose no meio MS também poderia influenciar positivamente no
enraizamento de P. chiquitensis.

A presenga de carvdo ativado no meio de cultura, como utilizado para P. chiquitensis,
favorece o crescimento de raizes de muitas espécies, especialmente as lenhosas
(FIGUEIREDO, 2017). Quimicamente em fun¢do da capacidade de adsorver e modificar a
composi¢do do meio seja de componentes utilizados para o preparo, ou de substincias toxicas
liberadas pelo préprio explante, que por sua vez, possuem acdo inibitéria (LEITZKE et al.,
2009). A adsorcdo de substancias pelo carvao deve-se a sua natureza amorfa e porosidade,
que promove locais de ligacdo por onde se prendem as substincias, resultando na adesao de
moléculas (PAN; VAN STADEN, 1998; FIGUEIREDO, 2017).

Fisicamente o carvdo permite a redu¢@o de luz na base, tornando o ambiente propicio
para a acumulacdo de auxina ou cofatores fendlicos, influenciando de forma positiva no
crescimento de raizes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LEITZKE et al., 2009; ERIG
et al., 2004; FIGUEIREDO, 2017). A capacidade desse elemento em promover o
alongamento do sistema radicular possui relacdo com os resultados observados na
testemunha, contendo carvdo em que as plantas foram muito mais responsivas ao
antioxidante, em comparacdo com a maioria dos tratamentos contendo ANA. De certa forma,
esse comportamento € um fator positivo, uma vez que a ndo utilizacdo de auxina € desejavel
sob o aspecto econdmico. Contudo para algumas espécies ornamentais nativas, a presenca de
auxina € essencial. Em Cattleya bicolor Lindl. (orquidea em extin¢cdo), os maiores
comprimentos, massa fresca e seca do sistema radicular foram obtidos com doses superiores a
0,5 mg L' de ANA empregada de forma isolada (SOUTO et al., 2010).

Outra fun¢do do carvao ativado € a de prevenir a formacgdo indesejavel de calos quando

usado em conjunto com auxinas, isto porque, altas doses de auxina no meio de cultura
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induzem a producdo de calos em algumas espécies (FIGUEIREDO, 2017). Nesse sentido, o
carvao nio é considerado um regulador, mas tem a capacidade de melhorar ou regular o
crescimento in vitro de plantas e raizes (CORREA et al., 2003), fato evidenciado em
P.chiquitensis na fase de enraizamento. O contrdrio também foi verificado em C. curralensis
cultivada em meio MS sem carvao, em que o uso de ANA, AIB e AIA de forma isolada,
possibilitou a formacdo de raizes de alta qualidade e sem ramificagdes, mas com
porcentagens de enraizamento e nimero de raizes extremamente baixos (ALBUQUERQUE,
2013).

O enraizamento € considerado a etapa que determina um processo de aclimatizagcdo
mais eficiente, influenciando no estabelecimento da muda (LEITZKE et al., 2009). Existem
na literatura diferentes métodos para estimular o desenvolvimento de raizes em espécies
ornamentais nativas, sendo os mais frequentes o uso de carvdo ativado, aumento ou redug@o
de sacarose e sais do meio de cultura, auxinas de forma isolada, ou em conjunto e interagdes
entre auxinas e citocininas (SILVA et al., 2005a; FREITAS NETO, 2009; PEGO, 2009:;
SOUTO et al., 2010; RAIZER, 2011; GUSON et al., 2012; ALBUQUERQUE, 2013). Esses
métodos evidenciam que cada espécie reage de uma forma e muitas dispensam o uso de
auxinas e citocininas exdgenas no meio de cultura, assim como P. chiquitensis. Porém este
experimento mostrou que sao necessdrios outros tipos de reagentes quimicos para promover,

ou acelerar o processo de formacgao das raizes.
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4. CONCLUSOES

No estabelecimento in vitro, a solu¢cao contendo 30% de hipoclorito de sédio comercial
foi a mais eficiente para a desinfestacdo e germinabilidade de didsporos de Paepalanthus
chiquitensis Herzog. Embora a espécie consiga se desenvolver sem a presenca de citocininas,
ou auxinas exdgenas no meio de cultura, o uso de 2iP associado ao ANA na fase de
multiplicacdo, permitiu maior crescimento da parte aérea e o uso de BAP, maior nimero de
brotacdes. No enraizamento a concentracdo de 0,25 mg L' de ANA, juntamente com carvio

ativado, possibilitou os melhores resultados para o sistema radicular.
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