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RESUMO

PEDRO JUNIOR, Sérgio. Estabelecimento in vitro por sementes e aclimatizagao
de Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano. 2024. 53p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2024.

Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano € uma planta endémica do Brasil com grande
potencial para a floricultura e o paisagismo devido a beleza exuberante de seus
escapos florais. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de
estabelecimento in vitro por sementes para A. polyanthus, analisando a germinagao e
o crescimento inicial das plantulas in vitro em dois meios de cultura e suas diferentes
concentracdes, além de definir o melhor substrato e iluminagéo para a sobrevivéncia
das plantulas durante a aclimatizagdo em casa de vegetagao. Escapos florais foram
coletadas no municipio de Ortigueira, Parana, Brasil,e levados ao laboratério de
analise de sementes da Universidade Estadual de Londrina (UEL), onde foram
beneficiadas e caracterizadas quanto ao teor de agua e viabilidade pelo teste do
tetrazolio e teste de germinacdo. Para os experimentos de germinagao e crescimento
inicial, foram utilizados dois meios de cultura para cultivo in vitro, sendo eles meio
WPM e meio MS; ambos foram formulados em diferentes concentragdes (0, 25, 50,
75 e 100%), totalizando 9 tratamentos e utilizando-se quatro repeticbes de 50
sementes por tratamento no experimento de germinacao e cinco repeticbes com 10
plantulas por frasco no experimento de crescimento inicial. Para o experimento de
aclimatizacao, utilizou-se como tratamento quatro substratos diferentes ( areia lavada,
Carolina Soil©, vermiculita e uma mistura de 1:1:1 dos trés substratos citados
anteriormente); e duas estufas, sendo uma com sombrite de 50% e uma sem sombrite.
Para o teste de germinagao, o meio WPM com 75% foi superior aos demais em quase
todos os parametros, menos o TMG, onde o meio agar-agua teve uma melhor
resposta. No experimento de crescimento inicial, o meio MS se mostrou superior ao
WPM em todos os dados analisados, exceto numero de raizes, possuindo também
diferenga também nas concentragdes de sais, sendo o meio MS100% superior aos
demais em quase todos os parametros, sendo assim recomendado para esta fase da
micropropagacao. Na fase de aclimatizagéo, a estufa com sombreamento de 50% se
mostrou mais efetiva, quando analisado a taxa de sobrevivéncia das plantulas; e os
substratos areia lavada, Carolina Soil© e a mistura foram efetivos para a aclimatizacao
com taxa de sobrevivéncia superior a 75%. O cultivo in vitro de A. polyanthus é viavel
sendo observado taxa de germinagao das sementes de 95% no meio WPM100% e no
WPM 95% e crescimento rapido das plantulas no meio MS100%. A aclimatizacao da
espécie € possivel em casa de vegetacdo com sombrite e em areia lavada com taxa
de sobrevivéncia de 100%.

Palavras-chave: Domesticagao; Germinagao; Propagacao; Sempre-viva.



ABSTRACT

PEDRO JUNIOR, Sérgio. In vitro establishment by seed and acclimatization of
Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano. 2024. 53 p. Dissertation (Master's degree
in Agronomy) - Agricultural Sciences Center, State University of Londrina, Londrina,
2024.

Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano is an endemic plant of Brazil with great
potential for floriculture and landscaping due to the exuberant beauty of its floral
scapes. The aim of this work was to develop an in vitro establishment protocol for A.
polyanthus, analyzing the germination and initial growth of the seedlings in different
culture media and their different concentrations, as well as defining the best substrate
and lighting for the greatest survival of the seedlings during acclimatization in the
greenhouse. Flower scapes were collected in the municipality of Ortigueira, Parana -
BR and taken to the seed analysis laboratory at the State University of Londrina (UEL),
where they were processed and characterized for water content and viability using the
tetrazolium test and germination test. For the germination and initial growth
experiments, two culture media were used for in vitro cultivation: WPM medium and
MS medium, both formulated in different concentrations (0, 25, 50, 75 and 100%),
totaling 10 treatments and using four replicates of 50 seeds per treatment in the
germination experiment and five replicates with 10 seedlings per flask in the initial
growth experiment. For the acclimatization experiment, four different substrates
(washed sand, Carolina Soil©, vermiculite and a 1:1:1 mixture of the three substrates
mentioned above) and two greenhouses were used, one with 50% shade and one
without. For the germination test, the 75% WPM medium proved to be superior to the
others in almost all parameters, except TMG, where the agar-water medium had a
better response. In the initial growth experiment, the MS medium proved to be superior
to the WPM medium in all the data analyzed, except for the number of roots, which
also differed in the salt concentrations. The MS100% medium was superior to the
others in almost all the parameters and is therefore recommended for this stage of
micropropagation. In the acclimatization phase, the greenhouse with 50% shading
proved to be more effective when analyzing the survival rate of the seedlings and the
substrates washed sand, Carolina Soil© and the mixture were effective for
acclimatization with a survival rate of over 75%. The in vitro cultivation of A. polyanthus
is viable, with a seed germination rate of 95% being observed in the WPM100% and
WPM 95% mediums and rapid growth of the seedlings in the MS100% medium. The
species can be acclimatized in a greenhouse with shade and in washed sand with a
survival rate of 100%.

Key-words: Domestication; Germination; Propagation; Evergreen.
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INTRODUGAO GERAL

A familia Eriocaulaceae possui cerca de 1200 espécies em 10
géneros, distribuidas nas Américas, especialmente na América do Sul, com apenas
uma especie ocorrendo na Europa. Levando em conta somente o Brasil, sdo 8
géneros e aproximadamente 630 espécies, ocorrendo em todos os dominios
fitogeograficos, mas com centro de distribuicdo nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Goias (SANO et al, 2015).

Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano € uma espécie endémica do
Brasil e possui grande potencial no comércio de flores secas e também do paisagismo.
Esta distribuida nos biomas Cerrado, Mata atlantica e Pampas, e € encontrada nos
estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (REFLORA, 2024)

Sabendo-se que a espécie apresenta um alto potencial para uso
ornamental e que s6 ocorre em determinadas regides do pais, faz-se necessario
conhecer sobre os seus métodos de propagacgado. Todavia, para a maioria das
espécies incluindo A. polyanthus, nao ha metodologia estabelecida para a sua
reproducao.

Deste modo, as plantas ou flores para a comercializacdo sao obtidas
de forma extrativista, o que pode levar a drastica redugdo nas populagées em seu
habitat, j&4 que os escapos florais sdo coletados antes da maturagdo das sementes,
fator que afeta a propagacao natural da espécie. Este processo pode, ainda, causar
erosdo genética, pois, normalmente, as plantas sdo removidas inteiras e ocorre
selec¢ao dos individuos mais robustos para a extragao.

Considerando todos os riscos decorrentes do extrativismo predatério,
a valorizagao do potencial ornamental da flora brasileira, a mais biodiversa do planeta
com, aproximadamente, 17% das espécies vegetais, e o0 crescente interesse
paisagistico pelas sempre-vivas, torna-se relevante e urgente a realizagdo de
pesquisas que viabilizem a conservagao e a produgao de mudas em larga escala,
podendo assim ser utilizadas para recompor areas devastadas e para atender as
demandas do comércio paisagistico nacional e internacional, justificando, assim, a
necessidade do estabelecimento de protocolos para propagacao dessas espécies.

A partir do desenvolvimento da cultura de tecidos vegetais no século
passado, obteve-se maiores avangos na obtengao de mudas para comercializagao de

espécies ornamentais. Um dos motivos séo as vantagens que a técnica possui, como
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a obtencao de elevado numero de plantas em curto periodo e espaco reduzido e a
qualidade fitossanitaria das mudas. Ultimamente, a técnica tem sido aplicada com
sucesso em pesquisas com espécies nativas com potencial comercial e/ou passiveis
de extingdo, ja que além da produgdo de mudas, o cultivo in vitro também & uma
ferramenta para estudos de conservacao, uma vez que possibilita a minimizacdo das
coletas de plantas em seu habitat, preservando as populagdes naturais,
principalmente, as nativas ornamentais.

No entanto, estudos referentes ao cultivo in vitro de espécies do
género Actinocephalus objetivando a conservagao ex-situ ou a produgdo de mudas
para comercializagdo ainda sdo escassos. Existem protocolos ja estabelecidos para
outros géneros da familia Eriocaulaceae, como para Comanthera e Paepalanthus,
porém, s&0 necessarios ajustes dos protocolos para cada espécie visando a
otimizacdo da multiplicacdo e a reducdo no tempo necessario para a obtencio de
mudas vigorosas e de qualidade, ndo deixando de considerar caracteristicas
peculiares de cada espécie envolvendo sua reprodugdo, crescimento e
desenvolvimento.

Para a elaboragcdo de protocolos de propagacédo in vitro e de
micropropagacao, a primeira etapa é o estabelecimento da cultura in vitro através de
propagulos, podendo ser meristemas, células e, no caso deste trabalho, sementes. O
uso destas ultimas é recomendado para espécies nativas e/ou em risco de extincéo
ou que possuam sementes muito pequenas, caracteristicas encontradas em A.
polyanthus.

Para que o estabelecimento ocorra de forma correta, algumas
caracteristicas precisam ser estudadas, entre elas qual meio de cultura utilizar e quais
seriam as melhores concentragbes destes meios para sua germinagdo e seu
crescimento. Dentre os meios mais estudados para espécies ornamentais da familia
Eriocaulaceae, destacam-se o MS ( MURASHIGE & SKOOK, 1962) e o Woody Plant
Medium (WPM) (LLOYD & McCOWN, 1980), ambos utilizados nesta dissertagao.

A aclimatizagao, processo de transplantio para a casa de vegetacao,
e ultima fase na micropropagacédo é uma das etapas mais criticas para o cultivo de
plantas in vitro e pode inviabilizar a producdo de mudas pela técnica, devido a néo
sobrevivéncia durante este periodo.

Dentre os fatores que mais afetam a sobrevivéncia de mudas em

processo de aclimatizagdo podemos citar a taxa de irradiancia de fétons (iluminagao)
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e o substrato ao qual foram transplantadas. A iluminagcao pode causar desidratacao,
devido a presenca de cuticulas mais finas nas folhas logo apés a saida do laboratdrio,
bem como aumento da taxa de evapotranspiracao, além de parametros fotossintéticos
menores, devido a presencga de folhas mais delgadas e estdmatos muitas vezes nao
funcionais.

O substrato por sua vez também pode influenciar o sucesso da
aclimatizagao. Diminuindo a taxa de mortalidade na saida das plantas do laboratério
para as condicdes ambientais, e influenciando devido a sua composigao, similaridade
com o ambiente de ocorréncia natural, retencéo de agua e pH.

Sendo assim o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de um protocolo de estabelecimento in vitro para Actinocephalus
polyanthus (Bong.) Sano, analisando sua germinagdo e crescimento inicial, bem
como identificar o melhor substrato e iluminagao para a aclimatizagdo das plantas em

casa de vegetagao.



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PLANTAS NATIVAS NA FLORICULTURA E NO PAISAGISMO

O uso de plantas ornamentais acompanha a humanidade desde a
antiguidade. Antigas civilizagbes ja selecionavam espécies com caracteristicas
peculiares para cultiva-las pelo prazer estético. No Brasil, a utilizagdo em larga escala
de plantas com fungdo ornamental desenvolveu-se tardiamente. No periodo colonial,
nao havia arborizagao urbana e o cultivo de pequenos jardins limitava-se a utilizagéo
de plantas utilitarias, alimenticias e medicinais. No Brasil império, jardins mais
elaborados comegaram a serem implantados, mas com estética inspirada em jardins
europeus (HEIDEN, 2006).

De acordo com HOEHNE (1930), desde a época colonial observou-
se no paisagismo brasileiro o uso de plantas oriundas de outras regides em detrimento
das espécies nativas. O jovem Roberto Burle Marx, que viria a se tornar o mais
importante paisagista do Brasil, realizou uma viagem para a Alemanha para realizar
estudos estéticos e botanicos. Percebeu em sua viagem que 0s europeus apreciavam
e cultivavam espécies vegetais brasileiras como verdadeiras joias de beleza e
raridade. Retornando ao Brasil, Burle Marx passou a pesquisar e testar intensamente
as espécies vegetais brasileiras no paisagismo, observando e recriando, inclusive, as

associagcdes em que ocorrem na natureza (TABACOW, 1996).

O paisagismo com espécies exoticas (aléctones) contribui para a
uniformizagdo das paisagens, contaminagcdo biolégica, empobrecimento da
biodiversidade e para o desaparecimento de relagbes ecossistémicas e funcdes
ecolégicas; enquanto o uso de espécies nativas (autdctones) contribui para a
valorizacdo e conservagdo da flora local, manutencdo de fungdes ecoldgicas e
relacbes ecossistémicas e para o reforgo das identidades regionais. Além disso, a
insercdo de plantas nativas com potencial ornamental na cadeia produtiva e sua
disponibilizagao para a comercializagao representam um diferencial em um mercado
altamente competitivo, avido por novidades e com tendéncia a tornar-se cada vez mais
inclinado a produtos que ndo geram impacto ambiental (ZILLER, 2001; HEIDEN,
2007).
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Apesar do trabalho exaustivo de Burle Marx para valorizagao da flora
nativa , o paisagismo no Brasil ainda prioriza o uso de plantas exoticas em detrimento
das nativas, com desperdicio e desvalorizacdo da nossa flora, a mais biodiversa no
mundo, correspondendo a 17% de toda biodiversidade vegetal do planeta, sendo
considerado o pais da megadiversidade com 15 a 20% das espécies do planeta e
43.660 espécies de plantas (MYERS et al., 2000; REFLORA, 2024).

Essa potencialidade, por outro lado, tem sido mais bem aproveitada
em outros paises, nos quais instituicbes de pesquisa, produtores, paisagistas e
jardineiros amadores promoveram a popularizagdo, a propagagdo comercial e o
cultivo de inUmeras espécies ornamentais da flora brasileira, ausentes dos jardins
nacionais (FISCHER et al., 2007; BECKMANN-CAVALCANTE et al, 2013).

No Brasil, sdo escassos os trabalhos visando a elaboragcdo de
inventarios da flora ornamental nativa e a organizagao de bancos de germoplasma de
espécies que demonstrem potencial para esse fim. Assim, é de extrema relevancia a
ampliacdo dos esforgos nacionais em busca da prospecc¢éo do potencial ornamental
da flora brasileira, visando aumentar a utilizagdo destas plantas em jardins publicos e
privados brasileiros. Para tanto, estabelecer um conjunto de caracteristicas
ornamentais desejaveis é o primeiro passo no desenvolvimento de uma estratégia de
introducdo de uma nova planta para cultivo (O’'BRIEN, 1996; HEIDEN et al., 2006).

Além disto, informacbdes que contribuam para a domesticacao de
espécies nativas potencialmente ornamentais, como desenvolvimento de métodos e
protocolos de propagagao em larga escala, sdo cruciais para a insergao destas
plantas na cadeia produtiva e utilizacdo em jardins (BECKMANN-CAVALCANTE et
al., 2013; DA SILVA et al., 2022).

1.2 SEMPRE-VIVAS

Plantas denominadas “sempre-vivas” como é o caso de Actinocephalus
polyanthus (Bong.) Sano, se caracterizam por apresentarem inflorescéncias com
pouca alteragdo apds o processo de colheita e secagem, garantindo assim alta
durabilidade das hastes. Esta caracteristica € de grande interesse, tanto para o
mercado de flores de corte como para o mercado de decorag¢ao de interiores, sendo
encontradas espécies principalmente nas familias Eriocaulaceae, Poaceae,
Xyridaceae e Rapateaceae (PRUDENTE et al., 2015).
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Os escapos florais e as inflorescéncias de sempre-vivas sdo economicamente
importantes, e, em algumas regides do Brasil, sdo a unica fonte de renda das
comunidades locais. Porém, por ndo serem espécies cultivadas, o comércio se baseia
em plantas coletadas dos ambientes de ocorréncia natural (in situ) de forma
extrativista, ndo levando em consideragéo aspectos de manejo e questdes ecoldgicas
e de conservacgao destas espécies (DUARTE, 2020).

Outra questéao a se pontuar é que a extragao, para este grupo, € realizada antes
da completa formagéo do fruto, consequentemente, afetando a reprodugéo, ja que
ndo ocorre a dispersao das sementes, fator que faz com que este grupo de plantas
seja um dos com mais representantes na lista vermelha de espécies ameacgadas de
extingao (GIULIETTI et al., 2012; TANNURE, 2013). O extrativismo de sempre-vivas
foi relatado pelo instituto Terra Brasilis em 1999 como tendo inicio em 1930 na cidade
de Diamantina, em Minas gerais, e estava associado a moradores de povoados da
regiao como fonte de renda para subsisténcia, onde a fonte principal de renda era a
mineracao. O auge da exploracao se deu entre as décadas de 1970 e 1980, momento
em que o mercado internacional ansiava por flores secas, sendo os principais paises
que importavam estas plantas o Japao, Estados Unidos da América e alguns paises
da Europa (SATURNINO et al., 1977; GIULIETTI et al., 1987; COSTA et al., 2008).

Apesar da importancia econdmica, ecoldgica e social da exploragdo das
sempre-vivas, ainda é baixo o conhecimento destas plantas, tanto em relagdo a sua
ecologia, como em relagdo a sua biologia reprodutiva e os efeitos do extrativismo
nestas populagdes. Durante as pesquisas para este trabalho, por exemplo, ndo foram
encontrados relatos cientificos acerca da propagacao da espécie em questao, sendo
essa informagao fundamental para o0 manejo correto e sustentavel, bem como para o
cultivo da espécie (BEDE, 2006, LIMA et al, 2021).

A familia Eriocaulaceae possui cerca de 1200 espécies distribuidas em 10
géneros, ocorrendo, principalmente, na América do Sul. Levando em conta somente
o Brasil, a familia é representada por 8 géneros que constituem 632 espécies, sendo
uma das mais representativas na flora brasileira (FORZA, 2010; GIULIETTI et al,
2014); e amplamente distribuida por todas as regides do Brasil, sendo encontrados
representantes nativos em todos os estados brasileiros e em todos os dominios
fitogeograficos, possuindo maior numero de individuos nos estados de Minas Gerais,
Bahia e Goias, com centro de distribuigdo em campos de altitude, campos rupestres
e restingas (REFLORA, 2024).
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Dentro desta familia, destacam-se os géneros Paepalanthus e Actinocephalus,
sendo o ultimo endémico do Brasil (FLORA DO BRASIL, 2024). Actinocephalus possui
a maior variedade de formas dentro da familia, resultante dos diferentes arranjos de
paracladios e numero de capitulos florais, possuindo potencial para o paisagismo e a
floricultura, sendo encontrado somente na América do Sul (SANO, 2004; SANO,
2015).

Dentre as espécies com potencial ornamental esta Actinocephalus polyanthus
(Bong.) Sano (Sempre-viva-de-mil-flores) (Figura 1A), planta endémica do Brasil e
com distribuicdo nos biomas cerrado, mata atlantica e pampas, estando presente nos
estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (Figura 1B) (GOEBEL, 2019; REFLORA, 2024)

A

o o
A\ { \
(A) (B)
R i

Manaus

ey 4.7
gra:-ha j
9
'&9
?-'
'
AR
@
©

Figura 1 — (A) Haste floral de A. polyanthus com frutos e sementes maduras no Morro
da Pedra Branca, Ortigueira/PR. (B) Mapa do Brasil com indicagao do local de coleta
de todos os individuos de Actinocephalus polyanthus presentes no herbario online
reflora (REFLORA, 2024)

1.3 CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos € uma técnica da biotecnologia de suma importéncia e com
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muitas aplicagbes e objetivos variados. Tendo como viés principal a produgdo em
larga escala de plantas de interesse, e podendo ser aplicada em diversas areas, como
em estudos de botanica visando analisar a fisiologia e/ou o comportamento da
espécie, como também na agricultura, olericultura, silvicultura, plantas medicinais e
plantas ornamentais, visando a produgédo de plantas assépticas e em larga escala.
Além da produgcdo em larga escala, a cultura de tecidos ainda pode gerar
direcionamento para o reflorestamento, a conservagcdo do germoplasma,
principalmente se tratando de espécies nativas, endémicas ou ameacadas de
extingdo, e também auxiliar no melhoramento genético de algumas espécies (COX,
2018; HARTMANN, 2018).

A técnica consiste em isolar uma parte da planta, podendo ser sementes,
meristemas, folhas, raizes, embrides ou até mesmo grdos de pdlen, que sé&o
denominados explantes, e proporcionar para os mesmos as condi¢des, em ambiente
asseéptico, os recursos apropriados tanto quimicos como fisicos para que estes
explantes expressem seu potencial natural ou induzido de regeneragao e crescimento
de células, 6rgaos ou tecidos (AMBROSANO, 2023). Esta técnica também pode ser
empregada para determinadas espécies quando o cultivo tradicional ndo € viavel
devido alguma caracteristica botanica que dificulta ou impossibilita este processo
(MOREIRA et al., 2015).

A cultura de tecidos tem se demonstrado uma opcao viavel para a produgao de
sempre vivas devido a baixa germinagao de sementes no método tradicional e pelo
tamanho diminuto das sementes, fator que interfere diretamente na producéo (PEGO
et al., 2014).

A germinacao de sementes in vitro possibilita a produ¢éo de grande numero de
explantes assépticos, consequentemente livre de patdégenos, contribuindo assim para
a conservacgao da espeécie e para prosseguir estudos quanto a propagacao da espécie
(PEGO et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2016).

1.3.1 Estabelecimento in vitro

No processo de micropropagacao existem diferentes etapas, sendo a primeira
delas o estabelecimento in vitro dos explantes que sdo capazes de se adaptar as
condi¢des laboratoriais. O uso de sementes neste processo € o mais recomendado

para plantas nativas em vulnerabilidade ou ameacadas de extingcdo por manter a
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variabilidade genética da espécie, bem como para evitar a retirada de individuos do
seu habitat natural, contribuindo assim para a conservagao ex situ e erradicagao ou
diminuicdo do extrativismo predatério, principal causa da diminuigao das populagdes
de sempre vivas (ALBUQUERQUE, 2013).

A obtencgao de plantulas através da germinagao in vitro para algumas espécies,
como no caso das sempre-vivas, € uma estratégia de interesse para o
estabelecimento em laboratério de cultura de tecidos, pois, além da produg¢ao de um
alto numero de explantes assépticos, possibilita a utilizacdo de praticamente qualquer
parte da planta como futuro explante (UNEMOTO et al., 2006; AMBROSANO, 2023).

No cenario atual das pesquisas brasileiras, a cultura de tecidos esta sendo
amplamente utilizada para a produgao de plantas ornamentais, principalmente quando
se trata de plantas nativas ou em processo de domesticacido devido a falta de
protocolos para a producdo e conservacdo em laboratério da espécie (PEGO et al.,
2013; PEGO et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2016; MEZZALIRA, 2020).

A eficiéncia do protocolo empregado para o estabelecimento in vitro € de suma
importancia e pode ser afetado por diversos fatores, como pela composi¢gao do meio
de cultura, bem como pela concentragdes de sais existentes no meio. Porém, existe
certa precariedade dos laboratorios brasileiros em relagdo ao desenvolvimento de
novos protocolos especificos para cada espécie e muitos acabam adaptando
protocolos ja existentes para outras grupos de plantas (DE CARVALHO et al., 2009;
FLORES et al., 2015; AMBROSANO, 2023).

Os meios de cultura tém a funcdo de fornecer nutrientes essenciais para o
desenvolvimento dos tecidos, sendo acrescidos usualmente de uma combinagéo de
sais minerais, carboidratos, vitaminas e em alguns casos reguladores vegetais que
podem gerar diferentes respostas de acordo com o estagio de desenvolvimento da
planta. Outro composto que pode ser acrescido no meio de cultura é o gelificante,
porém, seu uso varia conforme a espécie ( SOUSA & VERSIEUX, 2020).

A definicdo do meio de cultura a ser utilizado depende de espécie para espécie
e, apesar de nao existir um meio padrao, o meio MS em suas diferentes concentragdes
de sais € atualmente utilizado para plantas ornamentais herbaceas. Ja para espécies
lenhosas, o meio WPM é o mais indicado, possuindo os dois diferengcas em relagao
aos ions nitrato, amédnio, sufato e potassio ( PEGO et al., 2015).

O meio MS possui altas concentragdes de nitrogénio em comparagdo com o

meio WPM, fator que pode influenciar diretamente a germinagao e o crescimento das
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plantulas, tendo em vista que altas concentragcdes de substancias osmoticamente
ativas podem diminuir a absorg¢ao de agua durante o processo de germinagao, assim,
a identificacdo das melhores concentragcoes é fundamental para que as sementes
possam apresentar sua maior qualidade fisiologica (PEGO et al., 2014)

Para o crescimento das plantas € fundamental identificar e compreender quais
concentragdes de nutrientes possibilitam melhores resultados para o crescimento e
qualidade das mudas, sendo o nitrogénio uma das substancias que mais podem
influenciar este processo (FARIA et al., 2004).

Sendo assim, para desenvolvimento de um protocolo de micropropagacéo, é
necessaria a escolha do meio mais propicio para aquela espécie. Mesmo que meio
WPM seja mais utilizado em lenhosas, existem relatos de herbaceas que se
desenvolveram melhor neste meio, como observado por PEGO et al (2013 e 2014),

em duas espécies de sempre-vivas da familia Eriocaulaceae.
1.3.2 Aclimatizagao

A aclimatizacéo é a ultima etapa da micropropagacao. Esta fase consiste na
retirada das plantas da condigao in vitro, ou seja, a realocagao da planta em casa-de-
vegetacéo e, posteriormente, em campo. A aclimatizagdo pode ser considerada a
etapa mais decisiva para a propagacado de plantas in vitro, sendo a etapa mais
delicada de todo o processo, podendo impossibilitar a micropropagacdo de
determinadas espécies, tendo em vista que estas plantulas estdo saindo de um estado
heter6trofo para um estado autétrofo; e de um estado asséptico para um ambiente
com a possibilidade de ataque de patdgenos ou microorganismos, além de fatores
limitantes como a baixa taxa de crescimento e a desuniformidade das mudas, que
pode estar vinculado a presenca de raizes nao funcionais (MOREIRA et al., 2006;
LIMA-BRITA et al., 2016).

Dentre os fatores limitantes para este processo esta a alta taxa de
desidratacdo. Isso se deve a presenga de cuticulas mais finas nas folhas, o que
promove uma maior taxa de evapotranspiragdo. Também €& observado em plantas
micropropagadas uma menor rigidez das paredes celulares que ndo promovem a
sustentagdo necessaria para a planta. Além disso, estas plantas podem apresentar

baixa taxa fotossintética e folhas mais delgadas com estdbmatos nao funcionais,
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caracteristica que pode impossibilitar a sobrevivéncia da planta durante a
aclimatizacao e impossibilitar o cultivo in vitro (ALBUQUERQUE, 2013; MARTINS et
al, 2020).

E necessario também a correta selegéo do substrato para este processo, pois
pode influenciar no crescimento e desenvolvimento das plantas nesta fase, sendo
essencial a escolha adequada para o sucesso da aclimatizagédo, dando suporte para
a planta e tendo papel importante na produgdo e crescimento de raizes
(ALBUQUERQUE et al, 2016).

Ha relatos na literatura da influéncia dos substratos e de pré-aclimatizagédo em
Sempre-vivas. Pegb et al (2013) observou que Comanthera elegantula (referida como
Syngonanthus elegantulus) foi afetado tanto pelo processo de pré-aclimatizagdo como
também pelos substratos utilizados, sendo que a melhor taxa de aclimatizagao
ocorreu na areia sem processos de pré-aclimatizacdo, com taxa de sobrevivéncia
neste tratamento de 74%, sendo estatisticamente superior aos demais. A mesma
metodologia foi empregada por Pegb et al (2014) para Comanthera elegans, na qual
nao houve diferenca estatistica para os substratos nem para a pré-aclimatizacao,
sendo a taxa de sobrevivéncia mais alta de 25,6%. Sendo assim, estudos para
desenvolvimento de técnicas mais eficientes para a aclimatizacdo sdo necessarios

para a familia Eriocaulaceae para sua producéao e futura comercializagao.
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2 ARTIGO

Germinagao, crescimento inicial e aclimatizagao de Actinocephalus polyanthus

(Bong.) Sano propagada in vitro

Germination, initial growth and acclimatization of Actinocephalus polyanthus

(Bong.) Sano propagated in vitro

Resumo - Esta pesquisa teve como objetivo identificar o melhor meio de cultura para
a germinacao e crescimento inicial in vitro de Actinocephalus polyanthus, bem como
definir o melhor substrato e luminosidade para aclimatizagao das plantas em casa de
vegetacdo. Sementes foram germinadas em meio de cultura MS e WPM, ambos
contendo 0, 25, 50, 75 e 100% das concentracdes de sais e foram analisados quanto
a parametros de germinagdo. Também foi realizado uma segunda etapa onde as
plantulas germinadas foram inoculadas nos mesmos meios de cultura da primeira fase
do experimento e os parametros de crescimento inicial foram aferidos. Para a
aclimatizacao foram testados duas iluminagdes diferentes, sendo uma estufa com
sombrite de 50% e uma sem a utilizacdo de sombrite; e quatro substratos sendo eles:
vermiculita, areia média, Carolina Soil© e uma mistura 1:1:1 dos trés citados
anteriormente. Os resultados obtidos nas trés etapas foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey (5%) para comparagéo das médias e, quando necessario,
analise por regressao linear. A germinacéao foi afetada tanto pelos meios de cultura
utilizados como pelas concentragdes de sais, sendo que os melhores resultado foram
observados no meio WPM 75% e 100%, ambos com 95% de %GERM.O IVG mais
alto foi observado no meio WPM 75% (4,62) e o mais baixo no meio MS100% (1,64).
O TMG também foi afetado pela disponibilidade de sais no meio, sendo o0 mais baixo
no meio sem nutrientes 0% (10,81) e sendo estatisticamente igual ao MS25% (11,44)
e ao WPM75% (11,79). Para o crescimento inicial, 0 meio MS se mostrou superior ao
meio WPM em todos os parametros, menos para o numero de raizes, que néo foi
afetado pelo meio utilizado nem pelas concentragdes de sais. Na aclimatizacao, a
utilizacao de sombrite 50% & recomendada, pois proporcionou uma maior taxa de
sobrevivéncia das plantas, bem como o substrato areia lavada e a mistura dos trés se
mostraram promissores para esta fase da propagacado in vitro, tendo taxas de
sobrivéncia com sombrite de 50% de 100% ambos. O cultivo in vitro da espécie é
possivel se germinada em meio WPM 100% ou WPM 50%, e repicada para o meio
MS em 75% ou 100% das concentragdes de sais para o0 seu crescimento. A
aclimatizacao deve ser realiza em estufa com sombreamento de 50% e em substrato
areia lavada ou a mistura.

Palavras-chave: Domesticagéo; Estabelecimento in vitro; Propagacéo; Sempre-viva.
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Abstract - The aim of this research was to identify the best culture medium for the
germination and initial in vitro growth of Actinocephalus polyanthus, as well as to define
the best substrate and light for acclimatizing the plants in a greenhouse. Seeds were
germinated in MS and WPM culture media, both containing 0, 25, 50, 75 and 100%
salt concentrations, and were analyzed for germination parameters. A second stage
was also carried out in which the germinated seedlings were inoculated into the same
culture media as in the first phase of the experiment and the initial growth parameters
were measured. For acclimatization, two different lighting conditions were tested: a
greenhouse with 50% shade and one without shade; and four substrates: vermiculite,
medium sand, Carolina Soil© and a 1:1:1 mixture of the three mentioned above. The
results obtained in the three stages were subjected to analysis of variance and Tukey's
test (6%) to compare the means and, where necessary, analysis by linear regression.
Germination was affected by both the culture media used and the salt concentrations,
with the best results being observed in the 75% and 100% WPM media, both with 95%
%GERM.The highest IVG was observed in the 75% WPM medium (4.62) and the
lowest in the 100% MS medium (1.64). The TMG was also affected by the availability
of salts in the medium, being the lowest in the 0% nutrient-free medium (10.81) and
being statistically equal to MS25% (11.44) and WPM75% (11.79). For initial growth,
the MS medium was superior to the WPM medium in all parameters, except for the
number of roots, which was not affected by the medium used or the salt concentrations.
For acclimatization, the use of 50% shade is recommended, as it provided a higher
survival rate for the plants, as well as the substrate washed sand and the mixture of
the three proved promising for this stage of in vitro propagation, with survival rates with
50% shade of 100% both. In vitro cultivation of the species is possible if it is germinated
in 100% WPM or 50% WPM medium and then transferred to MS medium at 75% or
100% of the salt concentrations required for growth. Acclimatization should be carried
out in a greenhouse with 50% shading and in a substrate of washed sand or a mixture
of the three.

Keywords: Domestication; Everlast flower; In vitro establishment; Propagation.
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2.1 INTRODUGAO

Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano é uma espécie ornamental
endémica do Brasil pertencente a familia Eriocaulaceae, se enquadrando no grupo
das sempre-vivas. Ocorre nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (SANO et al., 2015, GOEBEL,
2019; REFLORA, 2024),

As hastes florais deste grupo de plantas ficam preservadas por varios anos
sem a necessidade de serem mantidas em solugdes conservantes, caracteristica essa
de muito interesse no comércio de flores de corte (PEGO et al., 2014). O comércio
deste grupo é feito quase inteiramente por extrativismo predatério, o que pode
acarretar na erosdo genética e consequente diminuicdo das populagdes naturais
(ALBUQUERQUE et al., 2016). O comércio da espécie é realizado no Parana com
plantas retiradas da natureza e sem sendo relatado desde 1976 (CASTELLANI et al.,
2000).

Uma das estratégias mais efetivas para evitar a extingdo de espécies
nativas ornamentais é sua domesticacao, estratégia essa que permite a producgéo de
plantas em ambientes controlados e a manutencdo de bancos de germoplasma,
evitando assim a sua eros&o genética e consequente extingdo (PEGO et al., 2014).

No Brasil a micropropagacdo tem se mostrado uma estratégia
biotecnoldgica viavel para a produgéo e conservagao de espécies raras e ameagadas
de extingdo, como “sempre-vivas”, podendo ser destacadas as seguinte espécies:
Comanthera mucugensis subp. mucugensis (PAIXAO-SANTOS et al., 2008; LIMA-
BRITO et al., 2011), Syngonanthus elegantulus (PEGO et al., 2013), Syngonanthus
elegans (Bong.) Ruhland (PEGO et al., 2014), Actinocephalus bongardii (A. St.-Hil.)
Sano (PRUDENTE et al., 2015), Comanthera curralensis Moldenke (ALBUQUERQUE
et al., 2016) e Paepalanthus chiquitensis Herzog (MAGALHAES et al., 2023). Porém,
para a A. Polyanthus, ndo ha relatos na literatura sobre a sua propagacéo in vitro.

O estabelecimento in vitro é a primeira etapa para o desenvolvimento de
um protocolo de micropropagagao para uma espécie, e pode ser realizado com
diferentes partes da planta. No presente trabalho a forma de propagulo escolhida
foram as sementes, que permitem a manutengéo da variabilidade genética e evitam a
retirada de individuos do ambiente de origem. (UNEMOTO et al., 2006)

A identificacdo do melhor meio de cultura e as concentragdes ideais de sais
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para o desenvolvimento mais rapido e uniforme das mudas in vitro é essencial para
sua producao (FARIA et al., 2004), bem como a selegcdo do melhor substrato e tipo de
iluminagéo para a sobrevivéncia das plantulas no momento da retirada do laboratério
para a insergdo em casa de vegetagao, processo esse denominado aclimatizagéo
(COLOMBO et al., 2016).

Tendo em vista o apresentado até aqui, o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver um protocolo de estabelecimento in vitro, identificando o melhor
meio de cultura e sua respectiva concentragdo para a germinagdo e para o
crescimento inicial, bem como identificar a melhor iluminacdo e substrato para a

aclimatizacao em casa de vegetagao.

2.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletados escapos florais de A. polyanthus no més de Abril de 2022
de cinco plantas matrizes em local de ocorréncia natural da espécie, no Morro da
Pedra Branca, Serra do Cadeado, Ortigueira,PR (23°58'02"S; 51°04'33"O) (Figura
2A). A maturidade fisiolégica dos frutos foi caracterizada pelo desprendimento do
peciolo do capitulo floral da umbela.

O platé do Morro atinge elevagéo de 1273 metros e possui cerca de 79
hectares de area, formado por solos litdlicos e afloramentos de arenito Botucatu, onde
ocorrem campos de altitude, refletindo condi¢des edaficas e climaticas locais (Figura
2B). Na regido, a temperatura média anual varia entre 17,1 e 18 °C, com precipitagao
média anual entre 1700 e 1800 mm e umidade relativa média anual entre 72% e 74%
(WREGE et al., 2012).
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Figura 2. (A) Mapa do estado do Parana, Brasil, com circulo marcando a localiza¢ao
do Morro da Pedra Branca, municipio de Ortigueira. (B) Foto no platdé do Morro da
Pedra branca.

No presente trabalho, utilizou-se sementes como forma de propagulo
devido a sua maior facilidade de esterilizacdo, bem como a manutencdo da
variabilidade genética da espécie, justificativa que tem sido apresentada em todos os
trabalhos de micropropagacao para plantas desta familia.

Apobs a coleta do material, as inflorescéncias foram levadas ao laboratério
de cultura de tecidos vegetais no centro de ciéncias agrarias (CCA) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), Londrina, PR, onde foram secos por 7 dias em papel kraft
em temperatura ambiente. Os capitulos foram armazenados em sacos de papel em
refrigerador com temperatura média de 10°C, por 15 dias.

Para o beneficiamento das sementes, os capitulos foram friccionados com
auxilio de uma espatula sobre placa de petri (Figura 3A), sendo, posteriormente,
passados por peneira com malha de 0,4 mm e, por fim, sendo realizada a sopragem
dos restos florais com soprador elétrico De Leo©, com abertura de 2° (Figura 2B).
Apos esse processo, para aumento da pureza, as sementes foram separadas em

microscopio esterioscépico (Figura 3C e D).



22

Figura 3 — Fases do beneficiamento das sementes de Actinocephalus polyanthus
(Bong.) Sano. (A) Capitulos florais apds serem retiradas da umbela. (B) Capitulos
florais apds processo de fricgdo, passagem pela peneira e sopragem. (C) Capitulos
apos processo de fricgdo, passagem pela peneira e sopragem visto em microscépio
esterioscéopico. (D) Sementes totalmente beneficiadas apds separagdo das
impurezas.

Para a caracterizagao do lote, duas repeticdes contendo 100 sementes
foram secas em estufa de circulacdo forgcada a 102°C, por 17 horas, como
recomendado na RAS para sementes pequenas; e o seu teor de agua foi obtido. Para
obtencao da viabilidade do lote, foi realizado teste do tetrazoélio em 4 repeticdes de 50
sementes, no qual foram embebidas por 16 horas a 30°C. Apds este processo, foram
cortadas no eixo longitudinal na por¢gdo mediana e colocadas para corar em sal de
tetrazolio a 0,075%, por 4 horas (MAGALHAES, 2018 adaptado). Foi considerado

semente viavel as que possuiam coloragdo como descrita na Figura 4.

Figura 4 — Semente de Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano. cortada no eixo
longitudinal apresentando embrido de coloracdo avermelhada apdés o teste do
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tetrazolio, indicando semente viavel.

A amostra de sementes utilizada apresentou teor de agua de
63%;viabilidade de sementes, aferida pelo teste do tetrazolio, de 92%; e taxa de

germinacao de 89%

2.2.1 Experimento de germinagao

Lotes de 50 sementes de A. polyanthus foram separados e
desinfectados em fluxo Iaminar, com alcool 70% por 30 segundos, seguido de imersao
em hipoclorito de sédio 2% por 10 minutos (MAGALHAES, 2023), posteriormente,
passando pelo processo de triplice lavagem em agua deionizada autoclavada. Cada
lote de 50 sementes foi inoculado em frascos de vidro com capacidade de 250 ml
contendo 50 ml de cada meio de cultura (figura 5A). Os tratamentos consistiram em
dois meios de cultura, sendo eles MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e WPM
(LLOYD & MCCOWN, 1980), ambos com 100%, 75%, 50%, 25% e 0% das
concentragdes nutricionais de sais presentes nos meios originais. Para o meio 0%,
utilizou-se agua deionizada acrescida de agar para solidificacdo. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com esquema fatorial (2x5),
sendo o fator 1 os meios de cultura ( WPM e MS) e o fator 2 as concentragdes de sais
(0,25, 20, 75 e 100%). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e

as médias foram comparadas com teste de Tukkey a 5% de probabilidade.
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Figura 5 — (A) Frasco de 250ml contendo 50ml de meio de cultura e 50 sementes por
frasco no dia da instalagao do experimento. (B) Frasco com 50ml de meio de cultura
e 50 sementes germinadas apds 30 dias de instalacdo do experimento. (C)
Experimento instalado na sala de crescimento do laboratério de cultura de tecidos
vegetais na UEL. (D) Planta apés periodo de 60 dias de crescimento inicial no meio
MS 100% da concentragdo de sais.
Em todos os meios, foi adicionado 6g L' de 4gar e 17g L' de sacarose (PEGO et
al., 2014). O pH dos meios foi ajustado para 5,8 + 0,2 antes da autoclavagem, que foi
realizada durante 20 minutos a 120°C e presséao de 1,5atm. Os frascos foram mantidos
em sala de crescimento sob irradiagéo de 47 umol m=2 s™' e fotoperiodo de 16 horas
de luz e 8 horas de escuro, sob temperatura constante de 25 £2°C (figura 5B e C).

O numero de sementes germinadas foi analisado diariamente até

estabilizagdo por 7 dias consecutivos sem novas sementes germinadas, calculando-
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se assim, ao final do experimento, a germinabilidade (%GERM), o indice de
Velocidade de Germinacéao (IVG) (MAGUIRE, 1968), o tempo médio de germinagéao
(TMG) (LABOURACEAE, 1986), a primeira contagem (PC), realizada com 20 dias e
determinada pelo numero de plantulas normais (PEGO et al, 2014). Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentavam eixo embrionario
clorofilado com mais de 2 mm de comprimento, ao fim do periodo do teste, sendo o
Unico parametro a ser avaliado devido ao risco de contaminagdo do meio (PAIXAO-
SANTOS et al., 2003).

2.2.2 Experimento de crescimento inicial

Plantulas provenientes do meio agar-agua com 40 dias e altura de
aproximadamente 1 cm foram utilizadas como explante para o experimento de
crescimento inicial, sendo inoculadas em diferentes meios de cultura. Os tratamentos
consistiram em dois meios de cultura, sendo eles MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
e WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980), ambos com 100, 75, 50, 25 e 0% das
concentragbes nutricionais de sais presentes nos meios originais. Para o controle,
utilizou-se agua deionizada acrescida de agar para solidificagcdo. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em um esquema bifatorial, sendo
o fator 1 os meios de cultura (WPM e MS) e o fator 2 as concentragdes de sais ( 0, 25,
50, 75 e 100%). Cada tratamento contou com 5 repeti¢des, sendo cada repeticdo um
frasco com 10 plantas cada. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas em teste de Tukkey a 5% de probabilidade, quando
as concentragdes diferiram-se entre si foi realizado analise de regressao.

Apods 60 dias de inoculagado dos explantes, foram realizadas as analises de
crescimento nas plantulas em todos os tratamentos, sendo elas: comprimento da
parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR), numero de raizes (NR), numero
de folhas (NF), comprimento da maior folha (CMF), numero de folhas vivas (NFV) e
didmetro da roseta (DR). Os dados referentes a tamanho foram retirados com auxilio

de paquimetro digital com precisdo de 0,0001 cm.
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2.2.3 Experimento de aclimatizagao

Plantulas de A. polyanthus cultivadas in vitro por 90 dias, oriundas do
meio de cultura MS com 100% das concentragdes de sais, foram transferidas para
vasos plasticos com 11 centimetros de didmetro na borda superior (Figura 6A). Para
isso, as plantulas retiradas dos frascos foram lavadas em agua deionizada para
remocao total do meio de cultura, tendo cuidado para as raizes serem mantidas, e
entdo alocadas em 4 substratos diferentes, sendo eles: vermiculita expandida média,
Carolina Soil®, areia média lavada e uma mistura de 1:1:1 dos trés anteriores, todos
eles envoltos por sacos plasticos transparentes para a manutengdo da umidade
interna (PEGO et al., 2013).

Estes recipientes foram entdo distribuidos em duas casas de
vegetacdo com luminosidades diferentes, sendo uma delas com irradiancia de fétons
de 47 ymol m2s™' e a outra com irradiancia de 250 ymol m™2 s™' (Figura 6B). Os
sacos plasticos foram cortados lateralmente a cada 7 dias até a completa remocéo,
sendo realizada com 28 dias ( PRUDENTE et al., 2015).
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Figura 6 — Aclimatizagao de Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano apos 90 dias de
cultivo in vitro em vaso pote 11. (A) Sistema de aclimatizagdo de A. polyanthus no dia
instalacdo do experimento onde € possivel observar a utilizagao de saco de polietileno
para manuten¢ao da umidade relativa do ar; (B) Experimento instalado na estufa sem
sombrite.

30 dias apds o inicio do experimento foi realizado a analise da
sobrevivéncia das plantulas. O experimento contou com 20 repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo constituida de um vaso com uma planta. O experimento foi
constituido entdo de 8 tratamentos e inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas com auxilio de teste de
Tukkey a 5% de probabilidade.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura influenciou significativamente todos os paréametros
avaliados, sendo o WPM (Wood Plant Medium) superior ao meio MS. A %GERM foi
de 94% no meio WPM e de 86% no meio MS, o IVG foi de 4,108 no meio WPM e
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3,502 no meio MS, o TMG foi de 12,464 no WPM e 13,386 no MS e a PC foi de 42 no

WPM e 36 no meio MS como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Germinagao (%GERM), indice de velocidade de germinagéao (IVG), tempo
médio de germinagcdo (TMG) e primeira contagem (PC) de sementes de
Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano germinadas in vitro em diferentes meios de
cultura apos 30 dias.

Meios de cultura %GERM VG TMG (dias)  PC (%)
MS 86 b 3,502 b 13,386 b 76 b
WPM 9% a 4,108 a 12,464 a 84 a
P-valor 0,0367 0,02 0,003 0,0091
CV (%) 11,98 18,18 17,15 16,25

As letras nas colunas representam parametros onde as médias se diferiram no teste de Tukkey
(P<0.05).

A %GERM pode ser considera alta quando se comparada com outras
espécies de Eriocaulaceae. Actinocephalus bongardii, por exemplo, se mostrou
também mais responsiva com o meio WPM, porém tendo germinagéo de 74%, inferior
ao observado neste experimento. Os percentuais de germinacédo de A. polyanthus,
analisada neste trabalho, também se mostraram superioresa Syngonanthus
elegantulus (61%), S. elegans (63%) e Paepalanthus chiquitensis (82%), todas da
familia eriocaulaceae (PEGO et al., 2013; PEGO et al., 2014; PRUDENTE et al., 2015
e MAGALHAES et al., 2023).

A %GERM por sua vez também foi afetada pelas concentracbes de sais
utilizadas. No meio MS, a concentragado mais alta (100%) teve uma germinacgéo inferior
as demais. Ja no WPM a concentragao de 0% foi interior as demais, como é possivel
observar na tabela 2.

Os resultados observados corroboram com os obtidos por PEGO et al.
(2013) para S. elegantulus;, e com ALBUQUERQUE et al. (2016) para Comanthera
curralensis, onde houve diminuigdo da germinagdo com o aumento da concentragao
de sais no meio MS, devido a maior concentracdo de compostos osmoticamente

ativos, interferindo assim no agua disponivel para as sementes.
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Tabela 2 — Germinagédo (%), indice de velocidade de germinacéo, tempo médio de
germinacgao (dias) e primeira contagem (%) de Actinocephalus polyanthus germinadas
in vitro apés 30 dias em dois meios de cultura (MS e WPM) em cinco concentragdes
de sais diferentes (0, 25, 50, 75 e 100%).

concentracao de sais

meios de cultura 0 25% 50% 75% 100%
Germinacao (%)
MS 81a 93 Aa 92 Aa 85 Ba 71 Bb
WPM 81b 91 Aa 93 Aa 95 Aa 95 Aa
indice de velocidade de germinagao
MS 3,83 a 4,28 Aa 4,29 Aa 3,47 Ba 1,64 Bb
WPM 3,83b 3,98 Ab 4,19 Ab 4,62 Aa 3,92 Ab
Tempo médio de germinagao (dias)
MS 10,81 a 11,44 Aa 11,61 Ab 13,56 Bc 19,51 Bd
WPM 10,81 a 13,33 Bb 12,58 Bb 11,79 Aa 13,81 Ab
Primeira contagem (%)
MS 76 a 88 Aa 88 Aa 76 Ba 38 Bb
WPM 76 b 78 Bb 88 Aa 94 Aa 86 Ab

As mesmas letras minusculas mostram as concentragdes de sais e as mesmas letras mailsculas os

meios que nao se difeririam no teste de Tukkey (P<0,05).

O IVG foi afetado pelas concentracbes de sais nos meios. No MS,
apenas a concentragdo mais alta (100%) diferiu negativamente, sendo inferior as
demais. No WPM, o IVG mais alto foi obtido no tratamento de 75%, sendo superior as
demais. Este indice pode ser usado para determinar a sensibilidade das sementes de
uma espécie quanto a diferentes concentragdes de sais nos meios de cultura e
identificar as melhores condi¢des para que as sementes atinjam a melhor expressao
da sua qualidade fisiologica ( BRASIL, 2009).

O TMG também sofreu influéncia das concentragcdes de sais nos meios
de cultura, seguindo o mesmo padréao observado para o IVG. No MS, o aumento das
concentragcbes afetou de forma negativa; ja no WPM, o melhor desempenho foi
observado na concentragao de 75%. Em ambos os meios, o tratamento controle foi
estatisticamente igual a melhor concentragao.

O aumento do TMG e diminuigcao do IVG no meio MS pode ser devido a
saturacdo de sais presentes, tendo em vista que, com o aumento das concentragdes
salinas, o processo de embebi¢cao das sementes pode ocorrer de forma mais lenta
(PEGO et al, 2015). WINHELMANN et al. (2019) estudando Angelonia integerrima,

outra espécie de sempre-viva, constatou que o aumento da presenga de sais minerais
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no meio aumenta o TMG, afetando assim o processo germinativo, tornando-o mais
demorado, e n&o deixando as sementes explorarem seu potencial fisiolégico total

O padrao observado em outras sempre-vivas nativas do Brasil ndo é
seguido na maioria dos parametros analisados na germinagao neste trabalho, tendo
em vista que o IVG no meio WPM nao foi afetado, como observado por PEGO et al
(2013;2014) em S. elegantulus e S. elegans, respectivamente, podendo indicar uma
menor sensibilidade da espécie para a variagdo de nutrientes neste meio.

A PC também nos mostra que no meio MS o aumento das concentragdes
€ prejudicial para a germinacao e posterior formagao de uma plantula normal, tendo
em vista que a maior concentragao foi a com menor numero de plantulas viaveis deste
meio. No meio WPM, os melhores resultados foram obtidos nas concentragdes de
75% e 50%. O meio WPM com 75% ou 100% das concentracbes de sais é
recomendado para germinagao in vitro desta espécie.

Para o crescimento inicial das plantulas, apds 90 dias, o meio MS se
mostrou superior em quase todos os parametros analisados, sendo eles: comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR), didmetro da roseta (DR),
numero de folhas (NF), numero de folhas vivas (NFV) e o comprimento da maior folha

(CMF). O unico parametro sem diferenga foi o numero de raizes (NR) (Tabela 3).

Tabela 3 — Comprimento da parte aérea (CPA), Comprimento da maior raiz (CMR),

Diametro da roseta ( DR), numero de folhas (NF), numero de raizes ( NR), numero

de folhas vivas (NFV) e o comprimento da maior folha (CMF) de plantulas de

Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano, apés 90 dias de crescimento inicial in vitro
Meios

de CPA CMR - pem) NF NR NFV CMF
(cm)  (cm) (cm)
cultura
MS 365a 2225a 45/18a 16 a 8 a 11a 3,15 a
WPM 1,925b 1,7a 26,17 b 13 b 6a 7b 1,625 b
CV(%) 22,45 27,14 21,4 12,74 24 16,58 11,7

As letras minusculas indicam médias que nao diferiram no teste de Tukkey com 5% de probabilidade

O meio MS com 100% das concentragdes de sais possibilitou o maior
crescimento da parte aérea (CPA), com média de 4,5 cm, sendo superior as
concentragdes de 0, 25 e 50% de sais e estatisticamente igual a concentracao de 75%
(Tabela 4). O meio WPM teve respostas inferiores ao meio MS, mas seguindo o
mesmo padrao onde 0 aumento das concentragdes possibilitou um maior crescimento

da parte aérea. A concentragao com melhor resultado para este meio de cultura foi a
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de 100%, com média de 3 cm, sendo superior as demais.

Tabela 4 — Comprimento da parte aérea (CPA), Comprimento da maior folha (CMF),
Diametro da roseta ( DR), numero de folhas (NF), numero de raizes ( NR), numero de
folhas vivas (NFV) e o comprimento da maior raiz (CMR) de plantulas de
Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano, apés 90 dias de crescimento inicial in vitro
em dois meios de cultura MS e WPM e em cinco concentragdes de sais.

concentragao de sais

meios de cultura 0 25% 50% 75% 100%
Comprimento da parte aérea (cm)
MS 09c 2,35 Ab 3,4 Ab 3,9 Aa 4,5 Aa
WPM 09c 1,5 Ac 1,85 Bb 2Bb 3 Ba
Comprimento da maior folha (cm)
MS 09c 2 Ab 3,1 Aa 3,55 Aa 3,95 Aa
WPM 09c 1,3 Bc 1,5Bb 1,75 Bb 2,45 Ba
Didmetro da roseta (mm)
MS 12,53 d 27,33Ac  38,83Ab 51,53 Aa 55,55 Aa
WPM 12,53 d 19,16 Bc  25,75Bb 26,58 Bb 31,26Ba
Numero de folhas
MS 3b 14 Aa 15 Aa 18 Aa 22 Aa
WPM 3b 13 Aa 13 Aa 13 Ba 16 Ba
Numero de folhas vivas
MS 3c 9 Ab 11 Ab 10 Ab 17 Aa
WPM 3c 7 Ab 5Bb 7 Bb 10 Ba
Numero de raizes
MS 3b 7 Aa 7 Aa 9 Aa 7 Aa
WPM 3b 6 Aa 7 Aa 9 Aa 5Ba
Comprimento da maior raiz (cm)
MS 0,6b 2 Aa 2,45 Aa 2,5 Aa 1,9 Aa
WPM 0,6b 1,9 Aa 1,5 Ba 2 Ba 1,5 Aa

As mesmas letras minusculas mostram as concentragbes de sais e as mesmas letras maiusculas os

meios que nao se difeririam no teste de Tukkey (P<0,05).

Para o CMF, no meio MS, as concentragdes de 50, 75 e 100% se
mostraram estatisticamente superiores as demais, com maior média (3,95 cm) sendo
observada na concentragdo de 100%. Para o meio WPM, o maior CMF foi obtido
também na concentracdo de 100% dos sais, com média de 2,45 cm, diferindo
estatisticamente das demais concentracdes (Tabela 4).

IVANOVA e STADEN (2009), em trabalho realizado com Aloe
polyphylla, reportaram que para os parametros de crescimento, o aumento das
concentragdes de nitrogénio é fundamental, fato este observado neste trabalho onde
os dois meios ndo diluidos foram os que apresentaram maior crescimento quando

comparado com as outras concentracdées do mesmo meio de cultura. Os niveis mais
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altos de NH4* encontrados no meio MS estimularam um crescimento mais rapido das
plantas, este crescimento mais exacerbado pode também estar ligado fato de que o
meio tem uma maior similaridade nutricional com o solo de origem da espécie, com
baixas concentragdes de * SO4>" e Mg?* (Anexo 2).

SCHNITZER et al. 2018 trabalhando com Oncidium baueri também ja
relatou que o aumento das concentragdes de nitrogénio € essencial para uma melhor
desempenho de crescimento das plantas.

O DR também foi influenciado pelas concentracées de sais. O meio
MS mais uma vez se mostrou mais efetivo, com melhor resultado obtido na
concentracado de 100%, com média de 55,55 mm, sendo superior as concentragcoes
de 0, 25 e 50%. O meio WPM seguiu o0 mesmo padréao apresentado até o momento
por ambos os meios em todas as caracteristicas de crescimento, onde, com o
aumento das concentragbes de sais, ocorreu um maior desenvolvimento da
caracteristica em analise. A concentragdo de 100% no meio WPM mostrou melhor
resultado, com média de 31,26 mm, superioras concentragdes de 0, 25 e 50%.

Os paréametros numero de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CMR)
e numero de folhas (NF) apresentaram diferenga quando comparadas ao meio sem
acrescimento de sais com os demais, sendo a concentracado no 0% inferior as demais
,25, 50, 75 e 100% , que foram estatisticamente iguais entre si.

O numero de folhas nao foi afetado pelas concentragcdes de 25, 50,
75 e 100% em nenhum dos meios analisados. Todavia, a concentracao de 0% foi
inferior as demais. No entanto, para o parametro numero de folhas vivas, as
concentragdes salinas foram responsivas em ambos os meios de cultura, sendo a
concentracdo 100% mas efetivas e estatisticamente superior as demais.

O fato de ndo ter ocorrido alteracdo do numero de folhas com o
aumento da concentracao de sais no meio pode indicar uma facilidade de crescimento
da planta em condi¢des menos favoraveis, como as encontradas em campos de
altitude. Porém, o aumento do numero de folhas vivas (e consequente diminuigao de
folhas cloréticas) é um indicativo de adaptagdes para solos de baixa fertilidade, sendo
assim, nutrientes como o nitrogénio sdo assimilados das folhas mais antigas para
crescimento das folhas novas. A morte das folhas mais antigas de A. polyanthus ja é
relatada na literatura, porém devido a falta de experimentos com o cultivo da espécie
nao é possivel afirmar se provém da sua propria fisiologia ou da escassez de
nutrientes a campo (CASTELLANI et al., 2001)
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O numero de raizes e o comprimento da maior raiz ndo foram afetados
por nenhuma das concentracdées em nenhum dos dois meios analisados. Em ambos
0s meios, a concentragdo com melhor desempenho foi a de 75%, tanto para numero

de raizes como para comprimento da maior raiz.

O aumento das concentragdes de sais influenciou o maior crescimento
das mudas in vitro e consequentemente a qualidade das mudas (Figura 7 e 8), com
um padrdo de crescimento que nao segue o encontrado em S. mucugensis, S.
elegantulus e S. elegans, nas quais o meio WPM se mostrou mais efetivo. Neste
trabalho, a espécie estudada cresceu melhor no meio MS com altas concentracdes
salinas, o que mostra que apesar de vir de um ambiente com solos arenosos e baixa
fertilidade, a planta consegue se adaptar bem a condi¢des laboratoriais e realizar a

assimilagao dos nutrientes presentes em meios altamente concentrados.

.

1cm | 1,6 cm

0, 2cm (2
et MS 25% MS 50% MIS 75% MS 100%

Figura 7 — Plantulas de Actinocephalus polyanthus (Bong.) Sano apés 60 dias de
crescimento in vitro em cinco meios de cultura: MS 0%, MS 25%, MS 50%, MS 75%
e MS 100% das concentragdes de sais.
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Figura 8 — Diferentes meios de cultura WPM (cor laranja) e MS (cor azul) em
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diferentes concentragdes de sais ( 0, 25, 50, 75 e 100%) em paréametros de
crescimento. A) Comprimento da parte aérea (CPA). B) Diametro da roseta (DR). C)

Comprimento da maior folha (CMF) e D) numero de folhas vivas (NFV).

Apos 30 dias da aclimatizagdo das plantas em casa de vegetacdo com e sem
sombrite e diferentes substratos, o indice de sobrevivéncia foi aferido e esta

apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Porcentagem de sobrevivéncia de mudas de Actinnocephalus polyanthus
(Bong.) Sano apds 30 dias de aclimatizacdo em casa de vegetagao em diferentes
substratos (areia lavada, vermiculita, Carolina Soil e uma mistura de 1:1:1 dos 3

substratos citados anteriormente) e dois tipos de sistema de iluminagao (sombrite 50%

e sol pleno).
tratamentos % de sobrevivéncia
Sol pleno + Areia lavada 80%b
Sol pleno + Vermiculita 0%e
Sol pleno + Carolina Soil 45%d
Sol pleno + Mistura 75% b
Meia sombra + Areia lavada 100% a
Meia sombra + Vermiculita 50%c
Meia sombra + Carolina Soil 95% a
Meia sombra + Mistura 100% a

A estufa em meia sombra apresentou a maior parte dos tratamentos com
taxa de sobrevivéncia mais elevada; com os substratos areia lavada e mistura
apresentando taxa de 100% na meia sombra.

Em ambas as estufas, a vermiculita foi o pior substratos, o que também
foi relatado por PEGO et al (2013), em S. elegantulus.

A utilizacao de areia foi efetiva nos dois tipos de estufa, na de sol pleno
com sobrevivéncia de 80%; e na de meia sombra, com sobrevivéncia de 100%. Este
fato pode estar relacionado com o ambiente de ocorréncia natural se dar em um
campo de altitude com solo do tipo arenoso, como apresentado no teste fisico de solo
realizado (anexo 1).

A estufa com sombrite de 50% proporcionou uma maior taxa de
sobrevivéncia, possivelmente, pela similaridade da intensidade luminosa entre a
estufa e a sala de crescimento, tendo em vista que com o aumento da luminosidade
€ possivel que ocorra o0 aumento da evapotranspiragcao o que pode ocasionar a morte
das plantulas durante a aclimatizagéo.

Outro fator que pode ter interferido na maior taxa de sobrevivéncia
das plantulas durante a aclimatizagdo € o fato de no campo as plantas jovens nao
ficam, apesar do ambiente campestre, totalmente expostas ao sol, pois devido ao
tamanho diminuto acabam por serem sombreadas por subarbustos e herbaceas de
maior porte. Na pratica elas crescem inicialmente em um ambiente de meia sombra
(CASTELLANI et al., 2001)
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Este é o primeiro relado na literatura de um protocolo envolvido no
processo de producdo de A. polyanthus, e as informagbes presentes nesta
dissertacdo quanto ao estabelecimento in vitro desta espécie podem contribuir para a

domesticagao e introducdo no mercado desta linda planta nativa.

2.4 CONCLUSAO

O uso do meio WPM com 75% ou 100% da concentracdo de sais €
recomendado para a germinagao in vitro das sementes, enquanto para o seu
crescimento inicial € recomendado o meio MS com 75 ou 100% das concentragdes
de sais. Para a fase de aclimatizagao é recomendado estufa com sombrite de 50% e

o substrato de areia lavada ou uma mistura de areia com vermiculita e Carolina Soil®.
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3 CONCLUSAO

O uso do meio WPM com 75% ou 100% da concentragao de sais é
recomendado para a germinagao in vifro das sementes, enquanto para o seu
crescimento inicial é recomendado o meio MS com 75 ou 100% das concentragdes
de sais. Para a fase de aclimatizacdo € recomendado estufa com sombrite de 50% e

o substrato de areia lavada ou uma mistura de areia com vermiculita e Carolina Soil®.
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ANEXO A
Teste fisico de solo realizado no Morro da Pedra Branca,Ortigueira- PR.

5 RELQTQRlD DE ENSAIO AGRONOMICO:
Laborsolo FiSICA DE SOLO

SOLICITANTE SERGIO PEDRO JUNIOR ggﬁém A
DATA
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P DATA
PROPRIEDADE SAIDA 28/04/2022
TALHAQ  **7 PROFUNDIDADE *** COD.LAB. 58384/370628
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ANEXO B
Teste quimico de solo realizado no Morro da Pedra Branca,Ortigueira- PR.
RELATORIO DE ENSAIO AGRONOMICO:

Laborsolo QUIMICA DE SOLO

DATA Gt
SOLICITANTE  SERGIO PEDRO JUNIOR COLETA
- DATA
PROPRIETARIO SERGIO PEDRO JUNIOR ENTRADA  22/0412022
R DATA
PROPRIEDADE SAIDA 28/04/2022
TALHAQ *** PROFUNDIDADE *** CODLAB. ~ f838asroex

MUNICIPIO/UF LONDRINA-PR ID AMOSTRA 02

PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS REACAQ DO SOLO
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