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RESUMO

GONZAGA, Allanne Pillar Dias. Germinagdo e multiplicacdo de Lychnophora pohlii Sch.
Bip. (ASTERACEAE). 48f. (Dissertacdo - Mestrado em Ciéncia Florestal). Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2013.

O trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia de germinacdo e propagacao de
Lychnophora pohlii em condi¢cbes de cdmara de germinacdo e laboratério de cultura de
tecidos. Para a germinagdo em camara de germinagdo (BOD), estabeleceu-se dois
experimentos, sendo um com imersdes em solucéo de GAz a 0,5 mg L™ e outro em solugéo de
H,SO, a 98%, ambos com quatro tratamentos de tempos de imerséo e o grupo controle. Na
propagagdo in vitro, iniciou-se com o0s experimentos de desinfestacdo. No primeiro
experimento de desinfestacdo, os aquénios, coletados em periodo chuvoso, foram submetidos
a cinco tratamentos de tempos de imersdo em hipoclorito de sédio a 5%. No segundo, 0s
aquénios, coletados em periodo seco, foram submetidos a cinco tratamentos de tempos de
imersdo em hipoclorito de sédio a 5% e cinco tratamentos a 2,5%. No terceiro experimento,
em um primeiro lote de sementes, testou-se dois tempos em solucéo de hipoclorito de sodio a
5% em duas diferentes condigbes de imersdo; no segundo lote, testou-se dois tempos de
imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio a 5% em aquénios previamente tratados com
solucdo fungicida; no terceiro e ultimo lote, testou-se quatro tempos de imersdo em H,SOs4,
totalizando dez tratamentos. Para a germinacao in vitro, os aquénios, divididos em dois lotes,
foram tratados com dois tempos de imersdo em H,SO. a 98% e inoculados em meio de
cultura acrescido de trés concentracdes de GAs e 0 controle, totalizando oito tratamentos. Na
fase de multiplicacdo, foram realizados dois subcultivos utilizando as plantulas obtidas a
partir do experimento de germinagdo in vitro, mantendo-se o historico de tratamentos do
referido experimento. Na germinacdo em BOD, foi possivel notar que maiores taxas de
germinacdo foram alcancadas com o uso de GAz em imersdes mais longas. Também pode-se
observar que o uso de GAz mostrou-se mais eficiente que H,SO4 e que, este, independente do
tempo de imersdo, influencia positivamente na germinagdo da espécie. Os testes de
desinfestacdo revelaram que os aquénios coletados em periodo seco apresentaram melhores
taxas de desinfestagdo. O uso de H,SO,4 na descontaminagdo dos aquénios foi mais eficiente
que o uso de hipoclorito de s6dio, mesmo em concentracdo e tempo de imersdo mais elevado
e combinado com solu¢do fungicida. Na germinacdo in vitro, verificou-se que a imersdao
H,SO, por dez minutos apresentou resultados positivos a germinagdo, ndo sendo necessario o
uso de GAs. Além disso, a multiplicacdo dos explantes foi positivamente influenciada pelos
residuos de tratamentos pré-germinativos, alcangando melhores resultados com o tratamento
de imersdo em H,SO, por dez minutos, sem a adicdo de GA; ao meio. De modo geral, o
H,SO4proporcionou resultados favoraveis em todos os experimentos, sendo considerado um
importante fator para o sucesso na propagacdo de L. pohlii.

Palavras-Chave: Campo rupestre, cultura de tecidos, arnica.
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ABSTRACT

The study aimed to establish a methodology for germination and propagation of
Lychnophora pohlii conditions in a growth chamber and a tissue culture laboratory. To
germinate in a germination chamber ( BOD ) , settled two experiments , one with immersion
in a solution of GA; at 0.5 mg L- 1 and another at H,SO, solution at 98 % , both with four
treatments of times immersion and the control group . In vitro propagation began with the
experiments of disinfestations. In the first experiment disinfestation, the seeds collected in the
rainy season, underwent five treatments of immersion time in sodium hypochlorite 5 %. Then,
the seeds collected in dry season, underwent five treatments of immersion time in sodium
hypochlorite 5 % and 2.5% five treatments. In the third experiment, in a first lot of seeds were
tested twice in a solution of sodium hypochlorite at 5% in two different immersion conditions,
the second batch was tested two days of immersion in sodium hypochlorite achenes 5 % in
previously treated with fungicide solution, on the third and last batch was tested four times of
immersion in H,SO4, totaling ten treatments. For in vitro germination, the seeds were divided
into two batches, were treated with two immersions time in H,SO4 and 98% inoculated in plus
three concentrations of GA; and control culture, a total of eight treatments. In the
multiplication phase, two subcultures were performed using seedlings obtained from the
germination experiment in vitro, in order to maintain historical treatments of this experiment.
In BOD germination, it was possible to notice that higher germination rates were achieved
with the use of GA3 on longer immersions. It can also be seen that the use of GA; was more
efficient than H,SO, and this regardless of immersion time positively influences on the
germination of species. Disinfestations tests revealed that the seeds collected in dry season
had higher rates of disinfection. The use of H,SO, in decontaminating achenes was more
efficient than the use of sodium hypochlorite, even at higher concentration and immersion
time and combined with fungicide solution. In vitro germination, it was found that immersion
H,SO, for ten minutes showed positive results of germination, the use of GAj; is not
necessary. In addition, the multiplication of the explants was positively influenced by the
waste of the pre -germination treatment, achieving better results with the immersion in H,SO4
for ten minutes without the addition of GA3 to the medium. In general, the H,SO4 produced
favorable results in all experiments and it is considered an important success factor in the

spread of L. pohlii.
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Keywords: Field rock, tissue culture, arnica.
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1. Introducéo

A Serra do Espinhago possui cerca de 1200 km de extens&o, partindo da porgdo sul do
estado de Minas Gerais, alcancando o final de sua porgéo setentrional no norte da Bahia
(ALMEIDA-ABREU; RENGER, 2002). Ha grande diversidade de formagfes vegetacionais,
dentre estas, o campo rupestre (NEMESIO; FARIA-JUNIOR, 2004).

Os campos rupestres normalmente encontram-se associados a areas montanhosas,
acima de 900 metros, bem como a afloramentos de arenito e quartzito, apresentando elevado
endemismo e grande variagdo na composicao floristica de diferentes areas (QUEIROZ et al.,
1996; RIBEIRO; WALTER, 2008). Apresentam fisionomia predominantemente herbaceo-
arbustivo, ocorrendo normalmente em solos acidos e pobres, onde é comum a presenga de
elevado nimero de individuos de uma mesma espécie, sendo a familia Asteraceae uma das
mais frequentes, destacando-se o género Lychnophora, dentre outros (RIBEIRO; WALTER,
2008).

A familia Asteraceae compreende cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies, sendo sua
ocorréncia mais comum em regides tropicais montanhosas na América do Sul (VERDI et al.,
2005), com um consideravel namero de espécies encontrado no Brasil (NAKAJIMA; SEMIR,
2001). Segundo Costa (2007), tem sido cada vez mais frequente o interesse em estudos
envolvendo espécies da familia Asteraceae, haja vista seu consideravel valor econémico,
devido principalmente, as propriedades medicinais comuns a vérias espécies da familia.

A presenca de papus, calice composto por sépalas ndo laminares e muito modificadas
(OLIVEIRA, 2007), comum em frutos de numerosas espécies de Asteraceae, garante uma
eficiente dispersdo dos propagulos a areas distantes (FERREIRA, et al., 2001). Em ambientes
abertos, como no caso dos campos rupestres, onde o vento flui livremente, compde uma
condicdo propicia a dispersdo de tais tipos de propagulos, denominados aquénios ou cipsela
(OLIVEIRA, 2007), que podem permanecer junto & superficie do solo por tempo variavel
(APENDICE 1 1).

Alguns fatores sdo de extrema importancia por influenciarem diretamente no
comportamento germinativo de espécies da familia Asteraceae, dentre estes, o polimorfismo
ou dimorfismo, comuns nesta familia (Mc EVOY, 1984) que geram um elevado nimero de
aquénios mal formados e menos vigorosos. Outro impecilio na eficiéncia da germinagdo das
espécies de Asteraceae pode estar associado a assincronia na maturacdo dos aquénios
(LOPES, 2008), sendo possivel observar capitulos em diferentes estadios de desenvolvimento
em um mesmo individuo, o que representa um obstaculo & obtencdo de sementes com idade
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fisiologica uniforme e elevado vigor, uma vez que inflorescéncias com idades e tamanhos
diferentes, normalmente, sdo colhidas conjuntamente.

O género Lychnophora Mart. (Asteraceae, tribo Vernonieae, subtribo
Lychnophorinae) é abundante nos campos rupestres, representado por 68 espécies conhecidas
popularmente como arnica, todas com microendemismo bastante pronunciado, encontradas
nos estados da Bahia, Goias e Minas Gerais (SEMIR, 1991). De acordo com Dal Col (2011),
0 bioma cerrado apresenta uma rica, porém ainda pouco estudada flora medicinal, na qual
destaca-se 0 género Lychnophora.

Ainda segundo a autora, a descoberta de importantes principios ativos neste bioma tem
gerado um gradativo aumento no extrativismo das plantas com propriedades terapéuticas,
acelerando assim, o processo de extin¢do de tais espécies. Espécies do género Lychnophora
apresentam potencial medicinal (SILVA, 1994) devido, principalmente, as suas propriedades
anti-inflamatdrias, analgésicas e cicatrizantes (CERQUEIRA et al., 1987; ALMEIDA, 2006),
0 que agrega valor econdmico a estas espécies.

Em espécies de Lychnophora, a polinizagéo é normalmente anemocorica ou através de
abelhas de pequeno a médio porte (LOPES, 2008) (APENDICE 1 D). Estas, por sua vez,
tendem a explorar grande parte do recurso disponivel numa mesma inflorescéncia antes de se
mover para outra. Segundo John (1980), esse comportamento observado nas abelhas pode vir
a aumentar as chances de autopolinizagdo ou polinizacdo entre individuos proximos e
aparentados, possibilitando rearranjos que diminuem a fecundidade no estado heterozigoto em
populacdes pequenas, como foi observado em Lychnophora hatschbachii, uma espécie
microendémica.

Tal situacdo pode ser ainda mais preocupante, haja vista a conhecida dificuldade de
germinacdo de grande parte das espécies pertencentes a familia Asteraceae (LOPES, 2008),
aliada a falta de conhecimento a respeito da biologia reprodutiva, especialmente do género
Lychnophora (ALMEIDA, 2006). O conhecimento a cerca do comportamento germinativo de
sementes de espécies nativas é fundamental na tentativa de protegé-las da ameaga de extingéo,
além de ser uma ferramenta chave na reabilitacdo de ambientes degradados. A compreensdo
de tais processos germinativos torna-se essencial no caso de espécies com potencial
medicinal, uma vez que proporciona adequada emergéncia e uniformidade de plantulas,
levando a melhorias na produgdo de mudas para plantios comerciais. Segundo Maia-Almeida
et al.(2011), para tais espécies essas informacBes sdo ainda escassas, dificultando a

propagacéo por sementes.
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Lychnophora pohlii, comum a vérias localidades do planalto de Diamantina,
principalmente em ambientes muito xéricos, € uma das espécies do género que apresenta
ampla pasticidade morfoldgica em relacdo ao héabito, ocorrendo desde a forma de arbustos a
arvoretas candelabriformes pindides, ou de constituicdlo mais difusa até subarbustos
bromelidides, podendo assemelhar-se a diversas espécies da mesma secdo. Apresenta
inflorescéncias em glomérulos simples glabulosos, capitulos cilindricos com trés a quatro
flores, cuja cor varia de lilases a magenta (SEMIR, 1991). Gianotti et al. (2013), sugerem a
existéncia de microambientes favoraveis ao estabelescimento de L. pohlii, com maiores
valores de pH, maiores teores de areia grossa e saturacao de bases.

Trabalhando com a influéncia da constituicdo quimica de L. pohlii sobre o protozoario
Trypanosoma cruzi, Grael et al. (2005) identificaram a presenga de sete substancias ativas
contra formas tripomastigotas de T. cruzi na espécie. Bem como a existéncia de propriedades
anti-inflamatdrias em extratos de L. pohlii, pode ser uma ferramenta importante no tratamento
de muitas doencas inflamatdrias cronicas (KANASHIRO et al.,2006).

No entanto, apesar de sua evidente importancia medicinal e ecoldgica, haja vista ser
uma espécie endémica de ambientes rupestres (SEMIR, 1991), umas das mais diversas, porém
ameacadas, fitofisionomias (AMARAL et al., 2006; BAPTISTA, 2011), estudos que abordem
seu comportamento em hébitat natural, bem como sua reproducdo sdo ainda inexistentes. Tais
estudos permitiriam uma melhor compreensdo a cerca da espécie e seu comportamento
reprodutivo, auxiliando na conservagdo da espécie em seu ambiente de ocorréncia, bem como
na producgdo comercial de mudas para fins medicinais.

A associacdo de fatores como o endemismo, somado ao extrativismo gerado pelo
interesse medicinal, pode vir a comprometer a manutencdo da variabilidade genética da
espécie, uma vez que a reducdo da populacéo propicia o aumento da endogamia, causando
efeitos deletérios a sobrevivéncia e vigor desta. Além da possibilidade de produgdo natural de
sementes sem fecundagdo, ou apomixia (RICHARDS, 1997), comum em Asteraceae
(WERPACHOWSKI, et al., 2004), que também poderia comprometer a variabilidade
genética em uma populacdo natural. Por outro lado, tratando-se de uma espécie medicinal, a
apomixia, uma das éareas de destaque da biotecnologia, com o controle da clonagem por
semente, poderia ser positiva do ponto de vista comercial, estabelecendo plantios clonais via
seminal, reduzindo, assim, custos de produgé&o.

Apesar das diversas estratégias de propagacdo desenvolvidas pelas plantas ao longo da

evolucdo, a semente ainda é o principal meio de perpetuacéo das espécies lenhosas, sendo esta
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o resultado de uma série de eventos biolégicos que tem inicio com a floragéo, culminando na
germinacdo (KUNIYOSHI, 1983). Davide e Silva (2008) definem a germinagdo de sementes
como sendo a soma dos processos que se iniciam com a embebicdo de agua pela semente,
terminando com a protrusdo da radicula pelo endosperma ou tegumento.

A germinacdo é um dos pontos criticos da ontogénese das plantas (SANTOS et al.,
2004), na qual ocorre a retomada do desenvolvimento do embrido, quando em condicdo
favordvel, que é influenciada por vérios fatores como disponibilidade de &gua, luz,
temperatura e nutrientes (HAMMERTON, 1989; HARTMANN et al., 2002; CARDOSO,
2009, DIAS et al., 2009). Segundo Zaidan e Barbedo (2004), a germinacdo imediata e
uniforme de todas as sementes produzidas em um individuo em um dado momento, poderia
levar @ morte subsequente de todas as plantulas logo apds sua emergéncia, uma vez que as
condigdes do ambiente poderiam nédo ser ideais para o desenvolvimento da plantula ou
poderia haver uma intensa competi¢do por recursos.

Neste sentido, destaca-se a importancia dos mecanismos de quiescéncia e dorméncia.
Uma semente quiescente ndo germina a menos que encontre um conjunto de fatores
ambientais ndo limitantes as suas necessidades, por outro lado, sementes dormentes, ainda que
em condi¢des favoraveis, podem ndo germinar (CARDOSO, 2009). A dorméncia é um dos
principais mecanismos de preservacdo de espécies em bancos de sementes, distribuindo a
germinacdo ao longo do tempo, e assim, pode garantir a sobrevivéncia de espécies como
semente,quando em condi¢des adversas, mesmo quando a vegetacdo é completamente
eliminada (CARMONA, 1992; ZAIDAN, 2004).

No entanto, a dorméncia pode constituir um fator limitante & propagacdo das espécies,
uma vez que apenas pequena porcentagem das sementes germina em condi¢des naturais
(LOPES et al., 1998). Esse aspecto da dorméncia pode trazer desvantagens, em especial, para
a exploracéo vegetal, como no caso de producdo de mudas de espécies medicinais visando a
inddstria farmacéutica. O atraso na germinagdo pode provocar danos a produgdo, uma vez que
as plantas podem ndo estar suficientemente desenvolvidas na época em que receberdo
estimulos do ambiente para florescer, frutificar ou acumular reservas em 6rgdos vegetativos,
por exemplo.

A dorméncia de sementes pode ser causada por um ou mais bloqueios & germinag&o,
que podem variar em intensidade (DAVIDE; SILVA, 2008), portanto, 0 sucesso no uso de um
ou outro tratamento, depende diretamente do tipo e grau de dorméncia, que varia de acordo
com cada espécie (MARTINS et al., 1992; FACHINELLO et al., 2005).
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Muitas sdo as técnicas aprimoradas para a superagdo de dorméncia. Zaidan e Babedo
(2004) ressaltam o uso de agentes quimicos e reguladores de crescimento com este fim. Nos
agentes quimicos destacam-se os acidos fortes, como o &cido sulflrico, que, quando em
contato com a semente, enfraquece o tegumento, podendo levar a ruptura da testa, permitindo,
assim, uma melhor absor¢do da agua (FACHINELLO et al., 2005; ALVES et al., 2007,
BRASIL, 2009).

Os reguladores de crescimento também apresentam alta eficiéncia na quebra de
dorméncia, em especial as giberelinas, sendo 0 GA; mais utilizado. Segundo Xavier et al.
(2009), altas concentragdes de giberelinas estdo disponiveis nas sementes imaturas e nos
frutos em desenvolvimento, desempenhando importante fungdo na germinagdo e no controle
da dorméncia. Passos et al. (2004) também destacam a importancia das giberelinas,
principalmente o0 GAs, na germinacéo de sementes em varias espécies de plantas.

Os sinais do ambiente sdo traduzidos em sinais internos na semente, induzindo a
sintese e ativacdo das giberelinas, que por sua vez, estimulam a sintese de enzimas
hidroliticas, responséveis pela degradacdo das paredes de células do endosperma, dentre
outros efeitos no metabolismo (CASTRO et al., 2004), dando inicio & retomada do
desenvolvimento do embrido, que resultard na germinacéo da semente.

Assim, muitos séo os fatores que favorecem ou dificultam a germinagdo, todos de
grande relevancia para a manipulagdo correta e adequada da produgdo de mudas e dos
recursos providos pelas plantas, tanto para fins de conservagdo ou comercial, sendo
necessarios estudos que abordem o comportamento germinativo das espécies, em busca de
maiores esclarecimentos.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia de germinacdo e
micropropagacgdo de L. pohlii em condi¢Bes de cdmara de germinacéo e laboratério de cultura
de tecidos, a partir de aquénios coletados em uma populagéo ocorrente na Serra do Espinhaco,

no municipio de Diamantina-MG.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta e beneficiamento dos aquénios

A coleta das sementes foi realizada em uma &rea de grande ocorréncia da espécie
(APENDICE 1 B e C), situada no Campus JK, da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM), as margens da rodovia BR 367 nas coordenadas
geograficas 18°12'09.83"S, 43°34'01.80"W e altitude média de 1.375 metros, no municipio de
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Diamantina, Minas Gerais, inserido na por¢do meridional da Cadeia do Espinhaco
(ALMEIDA-ABREU, 1995). Esta éarea localiza-se nas proximidades do antigo lixao,
atualmente em avancado estagio de recuperacdo. De acordo com a classificacdo de Koppen, o
clima da regido é do tipo Cwb, temperado mido, com invernos secos e verfes chuvosos. A
precipitacdo anual, de acordo com Vieira et al. (2010), é de 1.468 mm e a temperatura do més
mais quente € inferior a 22 °C (Souza, 2006). O campo rupestre € o tipo vegetacional
predominante no local, com estrato herbaceo-arbustivo (APENDICE 1 A).

Foram coletados aleatoriamente capitulos, em estddio de dispersdo dos aquénios
(APENDICE 1 G e H), de varias posicdes da planta em diferentes épocas. Em cada coleta, os
capitulos obtidos de individuos adultos, com altura superior a um metro, foram
acondicionados em sacos plasticos e conduzidos ao Centro Integrado de Propagacdo de
Espécies Florestais (CIPEF) da UFVJM. Durante o beneficiamento, os capitulos foram
debulhados manualmente e, em seguida, submetidos a limpeza por fluxo de ar, para completa
remogao das impurezas. Os aquénios foram armazenados em sacos plasticos transparentes e
mantidos em condi¢des de temperatura e luminosidade ambiente.

Para todos os experimentos, com excec¢do do experimento 1 (item 3.3.1), 0s aquénios
utilizados foram selecionados pelo método densimétrico em agua destilada (HAMMERTON
et al., 1989). Este processo consiste em imergir 0s aquénios em um béquer contendo trés litros
de agua destilada, em agitacdo constante durante trés minutos, com descanso de dez minutos,
separando-se 0s aquénios sobrenadantes daqueles que se depositarem no fundo do béquer, os

quais foram utilizados para os experimentos de germinagéo.
2.2 Efeito do GA3 e do H,SO4 sobre a germinacéo de L. pohlii em cdmara de germinagéo

Dois experimentos (uso do &cido giberélico — GA; e uso do &cido sulfdrico — H,SOy)
foram conduzidos, simultaneamente, em camara de germinacdo, modelo NI 1718, fabricada
pela marca NOVA INSTRUMENTS, regulada a 31°C, com fotoperiodo de 12 horas, no
CIPEF. Para a instalacdo dos experimentos a areia utilizada foi previamente peneirada, lavada
e esterilizada em estufa a 200°C durante duas horas e os aquénios foram selecionados por
meio de teste densimétrico. Os aquénios utilizados foram distribuidos em caixas do tipo
gerbox, previamente lavadas e esterilizadas com hipoclorito de sodio e alcool 70%, com
dimensdes de 11,0 x 11,0 x 3,0 cm, contendo como substrato a areia estéril (APENDICE 1L).

Para os dois experimentos, os aquénios foram submetidos a quatro tratamentos de

tempos de imersdo e o grupo controle. No experimento de influéncia do GAs foram avaliados
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os tempos de O; 6; 12; 24 e 36 horas de imersdo a uma concentragdo de 0,5 mg L. No
experimento com o H,SO4 os aquénios foram submetidos a tratamentos de 0; 5; 10; 15 e 20
minutos de imersdo na concentragdo de 98%. ApOGs retirados das imersdes, 0s aquénios
referentes a cada tratamento foram enxaguados por seis vezes em &gua destilada autoclavada.
Ambos os experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados (DBC),
na tentativa de eliminar possiveis interferéncias do modo de distribuicdo das lI&mpadas na
BOD, sendo cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes ou blocos de 25 sementes, totalizando 500
sementes por experimento. A porcentagem de germinagdo foi avaliada diariamente durante
um periodo de 70 dias, sendo a protrusdo da radicula utilizada como critério de inclusdo
(APENDICE 1] e K).

2.3 Experimentos in vitro

Todos os experimentos realizados in vitro foram conduzidos no Laboratério de
Melhoramento Florestal, localizado no Departamento de Engenharia Florestal (DEF) da
UFVJM. Para todos os experimentos foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige; Skoog,
1962) em sua concentragéo total de sais e vitaminas (TABELA 1).
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Tabela 1: Composicdo do meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) utilizado para a inoculagdo de

propagulos de Lychnophora pohlii

Composto Formula Quimica  Concentracéo (mg L™

Macronutrientes

Nitrato de Amonio NH4sNO3 1.650,0
Nitrato de Potassio KNO; 1.900,0
Cloreto de Caélcio CaCl,. 2H20 440,0
Fosfato de Potassio KH,PO, 170,0
Sulfato de Magnésio MgSO,.7H,0 370,0
Micronutrientes

Acido Borico H;BO; 6,2
Molibidato de Sddio NaMo0O,.2H,0 0,25
Cloreto de Cobalto CoCl,.6H,0 0,025
Sulfato de Manganés MnSQO4.H,O 16,9
Sulfato de Zinco ZnS04.7H,0 8,6
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 0,025
lodeto de Potéssio KI 0,83
FeEDTA

Sédio EDTA Na;E.D.T.A. 37,2
Sulfato de Ferro Fex(S04)3 27,8
Vitaminas

Acido Nicotinico - 05
PiridoxinaHCL - 0,1
TiaminaHCL - 0,1
Glicina - 2,0

Em todos os experimentos o meio MS foi enriquecido com 0,1 g L™ de mio-inositol;
30 g L™ de sacarose; 0,8 g L™ de polivinilpirrolidona; e 5 g L™ de 4gar Merck®. Antes da
adicdo do agar, o meio teve seu pH ajustado para 5,7 £ 0,1. Foram vertidos 10 mL de meio em
cada tubo de ensaio, com capacidade para 57 mL sendo, em seguida, vedados com tampas
plasticas e autoclavados por 15 minutos & temperatura de 121°C e pressdo de um atm. Apés a

inoculacdo dos propagulos, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de cultura sob
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fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 40 umol m? s™ e temperatura de 25 +
2°C (APENDICE 1T).

2.3.1 Experimentos de desinfestacéo

Foram instalados trés experimentos de desinfestacdo, sendo realizados em sequéncia.
Inicialmente em cada experimento de desinfestacdo, antes da aplicagédo dos tratamentos, 0s
aguénios selecionados foram submetidos a um procedimento padréo inicial de desinfestag&o,
sendo lavados em &gua corrente, em camara de fluxo laminar, enxaguados por trés vezes em
agua destilada autoclavada e imersos em solucéo de &lcool 70% durante 30 segundos. Sempre
apds a aplicagdo dos tratamentos de desinfestacdo, os aquénios foram enxaguados por seis
vezes em 4gua destilada autoclavada e colocados sobre papel filtro autoclavado para a retirada
do excesso de &gua. Imediatamente apos, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10

mL de meio de cultura MS e conduzidos a sala de cultura.

Experimento 1: Influéncia de diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sédio na

desinfestacéo de aquénios de L. pohlii

Os aquénios utilizados neste experimento foram obtidos a partir de capitulos,
coletados aleatoriamente, em estadio de dispersdo dos aquénios, de varias posicOes da planta,
em periodo chuvoso e conduzidos ao CIPEF, em sacos plasticos. Para secagem dos capitulos,
estes foram mantidos em estufa a 50°C durante uma hora, tendo sido verificados, quanto a
secagem, a cada 30 minutos. Em seguida, procedeu-se normalmente com o beneficiamento
supracitado, composto por debulha manual e limpeza por fluxo de ar. Os aquénios foram
armazenados em sacos pléasticos transparentes e mantidos em condigdes de temperatura e
luminosidade ambiente.

Os aquénios foram submetidos aos seguintes tratamentos: 5; 10; 15; 20 e 25 minutos
de imersdo em hipoclorito de sédio a 5%, todos acrescidos de quatro gotas de detergente
Tween 20 para cada 100 ml de solugdo (APENDICE 1 N). O experimento foi realizado em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com cinco tratamentos e quatro repeticdes,
contendo seis aquénios por repeticdo. A avaliagdo do nimero de aquénios contaminados foi

feita diariamente por um periodo de quatro dias.
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Experimento 2: Adaptacéo do experimento 1 utilizando-se sementes recém-coletadas em

periodo seco

Devido aos resultados do experimento anterior, foram coletados novos capitulos, em
periodo seco, seguindo 0s mesmos critérios de coleta, beneficiamento e armazenagem do item
2.1.

Os aquénios foram submetidos aos tratamentos de desinfestacéo de 5; 10; 15; 20 e 25
minutos de imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5 ou 5%. Todos os tratamentos foram
acrescidos de quatro gotas de detergente Tween 20 para cada 100 ml de solugdo. O
experimento foi realizado em DIC em esquema fatorial 2x5 (duas concentracdes de
hipoclorito de sodio e cinco tempos de imersdo), com quatro repeti¢des, contendo cinco
aquénios por repeticdo, com um aquénio por tubo. A avaliagdo do nimero de aquénios

contaminados foi feita diariamente por um periodo de 60 dias.

Experimento 3: Influéncia de diferentes tratamentos na desinfestagdo de aquénios de L.

pohlii

Para este experimento foram utilizados aquénios recéem-coletados em periodo seco,
que apds a selecdo por teste densimétrico e procedimento padrdo inicial de desinfestacdo
foram submetidos aos tratamentos, que testavam a influéncia das substancias hipoclorito de
sodio, e cido sulfdrico sobre a desinfestagdo dos aquénios.

Com o hipoclorito de sodio a 5%, acrescido de quatro gotas de detergente Tween 20
para cada 100 ml de solucdo, os aquénios receberam o tratamento padrdo inicial de
desinfestacdo, descrito no item 2.3.1. Neste, testou-se dois tempos de imersdo, 20 e 25
minutos, sendo que cada um dos tempos originou trés tratamentos, compostos pelos aquénios
que imergiram, os aquénios que flutuaram e os aquénios previamente tratadas com solugéo
fungicida Orthocide® na concentracdo 1g L™ durante 15 minutos, formando assim seis
tratamentos. Com o &cido sulfdrico a 98%, os aquénios ndo receberam o procedimento inicial
padrdo de desinfestacdo, e testou-se quatro tempos de imersdo, 5; 10; 15 e 20 minutos,

formando quatro tratamentos. A ordem e caracterizagdo dos tratamentos foram a seguinte:

T1 - Aquénios que imergiram na solucédo de hipoclorito de sédio por 20 minutos;
T2 - Aquénios que flutuaram na solucéo de hipoclorito de sédio por 20 minutos;
T3 - Aquénios que imergiram na solucéo de hipoclorito de sédio por 25 minutos;
T4 - Aquénios que flutuaram na solucédo de hipoclorito de sédio por 25 minutos;
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T5 - Imerséo em solugdo fungicida por 15 minutos + imersdo em hipoclorito de sédio
por 20 minutos;

T6 - Imerséo em solugdo fungicida por 15 minutos + imersdo em hipoclorito de sodio
por 25 minutos;

T7 - Imersdo em &cido sulfdrico 98% por 5 minutos;

T8 - Imersdo em &cido sulfdrico 98% por 10 minutos;

T9 - Imersdo em &cido sulfdrico 98% por 15 minutos;

T10 - Imers&o em &cido sulfdrico 98% por 20 minutos.

O experimento foi realizado em DIC com dez tratamentos, sendo cada tratamento
composto de quatro repetigdes, contendo cinco aquénios por repeticdo, com um aquénio por
tubo. A avaliagdo do nimero de aquénios contaminados foi feita diariamente por um periodo
de 60 dias.

2.3.2 Influéncia do H,SO4 e do GA3 na germinacdo in vitro de L. pohlii

Apos a selegdo dos aquénios, em cdmara de fluxo laminar, estes foram enxaguados por
trés vezes em agua destilada autoclavada. Feito isto, os aquénios foram divididos em dois
lotes, os quais foram tratados com 5 e 10 minutos de imersdo em acido sulfarico a 98% e, em
seguida, enxaguados, separadamente, por seis vezes em A&gua destilada autoclavada e
colocados sobre papel filtro autoclavado em placas de petri para secagem superficial.

Posteriormente, estes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10mL de meio de
cultura MS acrescido das seguintes concentragdes de GAs durante seu preparo: 0; 1; 2 e 4 mg
L™ (APENDICE 1 R). O experimento foi conduzido em DIC, em esquema fatorial 2x4 (dois
tempos de imersdo em H,SO, e quatro concentragdes de GAs3), totalizando oito tratamentos,
compostos por quatro repeticdes de cinco aquénios cada, com um aquénio por tubo. A

avaliacdo do nimero de aquénios germinados foi feita diariamente por um periodo de 70 dias.
2.3.3 Influéncia dos tratamentos de germinacédo na multiplicacdo de L. pohlii

Como fonte de explantes, para estes experimentos, utilizou-se plantulas germinadas a
partir do experimento de germinacéo in vitro (item 2.3.2). Aos 109 dias ap0s a instalagéo do
experimento de germinagéo, das plantulas livres de contaminagdo por microrganismos, foram
retiradas brotagdes com aproximadamente um centimetro de comprimento.

Os explantes selecionados foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura MS (APENDICE 1 U e V), conforme TABELA 1, e
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acrescido de 0,2 mg L™ de Benzilaminopurina (BAP) e 0,1 mg L™ de Acido Naftaleno Acético
(ANA). Visando avaliar a influéncia de possiveis residuos de GA; e H,SO. sobre a
multiplicacdo dos explantes de L. pohlii, foi mantido o histérico dos tratamentos aos quais
pertenciam as plantulas provenientes do experimento de germinagdo. Dessa forma, foram
testados os 8 tratamentos descritos no item 2.3.2.

Foram realizados dois subcultivos, sendo o primeiro conduzido em DIC com seis
repeti¢des por tratamento, com um explante por repeticdo, e o segundo, também conduzido
em DIC, foi composto por 10 repeti¢Bes, com um explante por repeticdo. Aos trés meses apos

cada subcultivo, foi avaliado o nimero de brotacdes por explante (APENDICE 1 S).
2.3.4 Analise de dados

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram submetidos a analise estatistica
utilizando-se o software Statistica 10.0 (STATSOFT, 2010). Realizou-se 0s testes de
normalidade de Shapiro-Wilk, e homogeneidade de Cochran, ambos a 5% de significancia.
Quando ndo atendidos os pré-requisitos para anélise de variancia (ANOVA), procedeu-se com
a transformacdo dos dados (log, raiz quadrada, arco-seno). Quando, mesmo ap6s a
transformacdo, os dados ndo atenderam aos pressupostos da ANOVA, estes foram submetidos
a analise ndo-paramétrica, com os testes de Kruskal-Wallis e Friedman, a 5% de significancia,

de acordo com o delineamento.

3. Resultados
3.1 Efeito do GA3 e do H,SO, sobre a germinacéo de L. pohlii em cdmara de germinagéo

A partir do teste de Friedman, observou-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa quanto & porcentagem de germinacédo aos 70 dias entre os tempos de imersdo em
GA; testados (Fa,20=1,290; p=0,290). Numericamente, o maior tempo de imersdo em GA; (36
horas) proporcionou a maior porcentagem de germinagdo (59%), representando um acréscimo

de 37% sobre o percentual de germinagéo do tratamento controle (43%) (FIGURA 1).
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Figura 1: Percentual de germinacdo de aquénios de Lychnophora pohlii em camara de germinagao, submetidos a
tratamentos com acido giberélico, aos 70 dias. As barras indicam o desvio-padrao.

A primeira germinacéo foi observada ao sexto dia no tratamento 24 horas de imersao;
ao oitavo dia no tratamento 6 horas, ao nono dia no tratamento 12 horas, ao décimo primeiro
dia no tratamento 36 horas e ao décimo segundo dia pelo tratamento controle, sem imers&o.
Através da curva de germinacdo (FIGURA 2), observa-se que todos 0s tratamentos seguiram

uma mesma tendéncia ao longo do tempo, com germinagao sempre crescente.
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Figura 2: Curva do percentual de germinagdo de aquénios de Lychnophora pohlii em camara de germinagéo,
submetidos a tratamentos com acido giberélico, ao longo do tempo.

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA), ndo houve diferencas significativas
entre os tempos de imersdo em acido sulfurico testados (F420=0,809; p = 0,384; N = 20).
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Devido a variac@es intrinsecas a conducéo do experimento, o tratamento correspondente ao
tempo de imersdo de 10 minutos em H,SO, foi retirado da realizacéo da analise de dados. Isto
ocorreu, uma vez que, nele foram observada taxas de germinagédo muito baixas (outliers), o
que comprometeu a variancia e a explicacdo bioldgica do conjunto de dados.

Apartir do grafico de médias (FIGURA 3), a maior porcentagem de germinacdo foi
observada no tratamento 5 minutos (50%), representando um acréscimo de 32% em relacdo
ao tratamento controle.
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Figura 3: Percentual de germinacdo de aquénios de Lychnophora pohlii em camara de germinagéao, submetidos a
tratamentos com acido sulfurico, aos 70 dias. As barras indicam o desvio-padréo.

A germinacdo teve inicio ao sétimo dia, com o tratamento 15 minutos; ao nono dia,
iniciou-se a germinacdo do tratamento 5 minutos; ao décimo dia o tratamento 20 minutos e ao
décimo segundo dia o controle (FIGURA 4). Todos os tratamentos permaneceram

relativamente estaveis nas primeiras semanas, com dois picos de germinac&o.
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Figura 4: Curva do percentual de germinagdo de aquénios de Lychnophora pohlii em camara de germinagao,
submetidos a tratamentos com acido sulfirico, ao longo do tempo.

3.2 Experimentos in vitro
Experimento 1:

Ao quarto dia de avaliagdo, 100% das sementes inoculadas apresentavam
contaminacdo, indicando a interferéncia da época de coleta sobre a desinfestacdo das
sementes (APENDICE 1 O, P e Q).

Experimento 2:

A partir do teste de Kruskal-Wallis foi possivel identificar diferencas entre os
tratamentos testados (Hs40=19,012; p=0,025), aos 60 dias apos a inoculacdo das sementes.
Com 45% dos aquénios contaminados, o tratamento 20 minutos em solucdo de 5% de
hipoclorito de sbédio apresentou a menor porcentagem de contaminacdo diferindo
estatisticamente do tratamento 20 minutos em solucdo de 2,5% de hipoclorito de sodio, que
teve contaminacdo de 100% dos aquénios inoculados. Apesar de ndo serem encontradas
diferencas significativas na maioria dos tratamentos, € possivel observar, a partir da FIGURA
5, indicios de reducdo da contaminagcdo com 0 aumento da concentracdo e do tempo de

exposicdo ao hipoclorito de sédio.
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Figura 5: Percentual de contaminacdo de aquénios de Lychnophora pohlii inoculados in vitro, em fungdo dos
tratamentos de desinfestacdo com hipoclorito de sddio, aos 60 dias. As barras indicam o desvio-padrao.

Experimento 3:

A partir do teste de Kruskal-Wallis, observou-se diferencas entre os tratamentos de
desinfestacdo (Ho38=26,263; p=0,002). Conforme ilustra a FIGURA 6, a maior porcentagem
de contaminagdo foi resultante dos tratamentos T1 e T5, ambos com 95% de aquénios
contaminados, sendo entdo os tratamentos menos eficazes neste experimento, apesar de ndo
diferirem estatisticamente dos tratamentos T3 e T6, com porcentagens de contaminacdo de
85% e 90%, respectivamente.

Os tratamentos T7, T9 e T10 apresentaram a menor contaminacdo, apenas 25% de
aguénios contaminados, sendo assim, os melhores resultados, mesmo ndo diferindo do
tratamento T8, com 45% de contaminacdo. Portanto, observa-se uma maior eficiéncia do
acido sulfarico sobre o hipoclorito de sddio na desinfestacdo de aquénios de L. pohlii, uma
Vez que as menores porcentagens de contaminagdo foram obtidas nos tratamentos com acido
sulfurico.

O tratamento T4 apresentou um alto valor de desvio padrdo (x11,471),
desproporcional aos demais. Este tratamento se constitui dos aquénios que flutuaram durante
25 minutos de imersdo em hipoclorito de s6dio, porém o nimero de aquénios que flutuaram
foi inferior a0 nUmero necessario para compor o tratamento, deixando duas repeticdes com
um menor numero de tubos inoculados, sendo assim, optou-se por retirar os resultados deste
tratamento da FIGURA 6.
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Figura 6: Percentual de contaminacdo de aquénios de Lychnophora pohlii inoculados in vitro, submetidos a
tratamentos de desinfestacdo, aos 60 dias. As barras indicam o desvio-padro.

3.3 Influéncia do H,SO4 e do GA3z na germinagao in vitro de L. pohlii

O teste de Kruskal-Wallis ndo identificou diferencas estatisticas entre os tratamentos
testados (H732=7,332; p = 0,395). No entanto, é possivel observar, a partir da FIGURA 7,

consideraveis variagdes numéricas entre as porcentagens de germinacdo dos tratamentos aos

70 dias.
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Figura 7: Percentual de germinacdo de aquénios de Lychnophora pohlii inoculados in vitro, submetidos a
tratamentos com acido sulfirico (5 e 10 min.) e &cido giberélico (GAs), aos 70 dias. As barras indicam o desvio
padréo.

30



A maior percentagem de germinacdo foi encontrada no tratamento de desinfestagdo
em H,SO4 por 10 minutos combinado com o meio de cultura sem a adigdo de GAs, com 55%
de germinacdo das sementes, seguido pelos tratamentos de desinfestagdo em H,SO. por 5
minutos combinado com 2 mg L™ de GA; €10 minutos em H,SO4combinado com 4 mg L™ de
GAg3, ambos com 40% de germinagdo. Esses resultados demonstram o efeito da escarificacéo
quimica do H,SO,, onde as sementes que permaneceram por mais tempo na solucdo quimica
ndo necessitaram do GA; para germinar.

Para todos os tratamentos, a germinacdo teve inicio a partir do 21° dia ap6s a
inoculacdo das sementes, como é possivel visualizar na FIGURA 8. O tratamento de
desinfestacdo em H,SO, por 10minutos combinado com meio desprovido de GAs, além de

maior porcentagem, teve também picos de germinagdo mais pronunciados que 0s demais.
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Figura 8: Curva do percentual de germinagdo de aquénios de Lychnophora pohlii inoculados in vitro, submetidos
a tratamentos com 4cido sulftrico (H,SO,) e acido giberélico (GAs), ao longo do tempo.

3.4 Influéncia dos tratamentos de germinacédo na multiplicagéo de L. pohlii

O teste de Kruskal-Wallis identificou diferengas (H=41,90832; p=0,0002) entre o0s
tratamentos tanto para os dois subcultivos realizados (FIGURA 9), como dentro de cada
subcultivo. De modo geral, o nimero de brotac6es foi superior no primeiro subcultivo para a
maioria dos tratamentos, quando comparado ao segundo.

Os tratamentos com 5 minutos de imerséo em H,SO, mostraram tendéncia a aumentar

0 numero de brotagdes com o aumento das concentracbes de GAsz no primeiro subcultivo. J&
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no segundo, o aumento do ndimero de brotacdes ocorreu até a concentragdo de 2 mg L™ de
GAs, e a partir desta houve decréscimo.

Para os tratamentos com imersdo de 10 minutos em H,SO4 a maior média de nimero
de brotagGes no primeiro subcultivo foi observada no tratamento sem adigdo de GAz; a0 meio
de cultura (8,8 + 2,3) (APENDICE 1 W). No segundo subcultivo ocorreu um aumento no
nimero de brotacdes até a concentracdo de 1 mg L™ de GA; e posteriormente ocorreu
decréscimo.
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Figura 9: Médias de niimero de brotacdes de explantes de Lychnophora pohlii inoculados in vitro, submetidos a
tratamentos com é&cido sulfurico (H,SO,4) e acido giberélico (GA3), em dois subcultivos: Subcultivol (A);
Subcultivo 2 (B). As barras indicam o desvio-padréo.
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4. Discussao

Segundo Kerbauy (2008), as giberelinas enfraquecem os tecidos ao redor da radicula,
transpondo a barreira mecanica conferida pelo tegumento da semente e, assim, aumentam o
potencial para o crescimento do embrido, incluindo o controle de crescimento do eixo
embrionario e dos tecidos caulinares e radiculares, promovido pela divisdo e o alongamento
celular, o que eleva a plasticidade da parede celular, principalmente em células jovens e
meristematicas. Taiz e Zeiger (2008) destacam a acéo das giberelinas nas etapas de ativacdo
do crescimento vegetativo do embrido, ndo apenas pelo enfraquecimento da camada do
endosperma que o envolve, como também na mobilizacdo de reservas energéticas. Tais
fatores explicariam o incremento observado na germinagdo do experimento com GA; em
camara germinadora, onde o melhor percentual de germinacéo foi obtido com o maior tempo
de imerséo das sementes em GAs.

Muitos sdo os trabalhos que corroboram a eficdcia do &cido sulfirico na quebra de
dorméncia fisica de sementes de varias espécies (EIRA et al., 1993; CAVALCANTE;
PEREZ, 1996; SOUZA et al., 2009; BRANCALION et al., 2011). No entanto, também séo
encontrados na literatura trabalhos que abordam o efeito prejudicial do &cido na germinacéo
(MAEDA; LAGO, 1986; MACEDO et al., 1994; ALVES et al., 2007). No presente trabalho,
os dados sugerem que, de modo geral, o0 H,SO4 promove aumento na germinagao de sementes
de L. pohlii, sendo observados acréscimos do percentual nos tempos de 5, 15 e 20 minutos em
relacdo ao tratamento controle.

Um fator que pode estar relacionado a irregularidade na germinacgéo observada tanto
nos tratamentos com GAsz como com H,SO,, seria a assincronia na maturacdo dos aquénios
(LOPES, 2008), uma vez que, além de apresentar capitulos em diferentes estadios de
desenvolvimento em um mesmo individuo, € comum observar também, os diferentes estadios
de desenvolvimento de aquénios em um mesmo capitulo (APENDICE 1 E e F), que no
momento da coleta s&o retirados conjuntamente.

Comparando o efeito dos &cidos sobre L. pohlii, a germinacéo foi maior com o uso do
GAs, com 229 sementes germinadas em 500, contra 204 sementes germinadas no experimento
com H,SO.. Em relacdo a emergéncia das plantulas ao longo do tempo, as curvas de
germinagdo mostraram que oS tratamentos com GAj; apresentam uma germinagdo mais
continua, enquanto na germinacdo com H,SO, houve mais estabilizacbes ao longo das
avaliacbes. Somado a estes padrfes, o fato do acido giberélico mostrar maior eficiéncia na
quebra de dorméncia fisioldgica e o acido sulfurico na quebra de dorméncia fisica (BRASIL,

33



2009; CARDOSO, 2009; LIMA-JUNIOR, 2010) permite inferir que a espécie apresente
dorméncia fisioldgica superior & dorméncia fisica.

Quanto a desinfestagdo das sementes, provavelmente, a total contaminacdo no
experimento 1 em apenas quatro dias de avaliagdo ndo seja devida a ineficiéncia dos
tratamentos testados e sim a procedéncia das sementes, uma vez que estas foram coletadas em
periodo chuvoso. E possivel que a 4gua da chuva contaminada com impurezas, tenha
penetrado para o interior dos aquénios contaminando as sementes, ndo sendo 0s tratamentos
testados suficientes para a descontaminacdo. Tal suspeita é reforcada com os resultados do
experimento 2, no qual capitulos novos de L. pohlii foram coletados em periodo seco,
apresentando resultados satisfatorios.

Bevilacqua et al. (2011), ao trabalhar com Calendula officinalis (Asteraceae),
encontraram influéncia do tempo de imerséo em tratamentos com hipoclorito de sddio a 2,5%
na desinfestacdo das sementes, sendo os maiores tempos 0s mais eficientes. O mesmo néo foi
observado em ambos os experimentos que testavam a desinfestagdo a 2,5% de hipoclorito de
sodio no presente trabalho. Diferentemente da concentragdo 5%, testada no experimento 2.
Além disso, de acordo com Ferreira et al. (2009), os indices de descontaminacéo das sementes
podem variar muito com a concentragdo da solucdo desinfestante, bem como o tempo de
exposicédo a ela . O que foi observado no experimento 2 que, apesar de ndo haver diferencas
estatisticas entre a maioria dos tratamentos, numericamente, é possivel observar uma redugao
da contaminacdo com o aumento na concentracdo de hipoclorito de sédio de 2,5% para 5%, e
ainda, uma tendéncia de decréscimo da contaminacdo com o aumento do tempo de exposi¢éo
ao agente.

Aparentemente, a desinfestacdo de L. pohlii a 5% apresenta um tempo 6timo de
imersdo em torno de 20 minutos, uma vez que no tratamento com tempo superior a este (25
minutos) a porcentagem de contaminacdo, que vinha declinando, cresce. Ao trabalhar com
mangabeira (Hancornia speciosa), uma especie nativa do cerrado, pertencente & familia
Apocynaceae, Silva (2010) também observou uma melhora na desinfestacdo com
concentragdes mais elevadas e maiores tempos de imersdo em hipoclorito de sédio, sendo o
melhor resultado observado no tratamento com hipoclorito de sédio a 5% por 20 minutos,
com até 0% de contaminacdo das sementes.

Deste modo, a partir dos dois primeiros experimentos de desinfestacdo, é possivel
notar que tanto o periodo de coleta quanto a concentracdo do hipoclorito de sédio e o tempo

de imerséo da semente na solugéo de desinfestacdo interferem na desinfestagéo dos aquénios.
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Sendo os resultados mais satisfatorios, observados quando hé coleta de aquénios em periodo
seco e posteriormente imersos em solucdes mais concentradas de hipoclorito de sédio, por um
periodo de 20 minutos.

Contudo, com o experimento 3, foi possivel observar a superioridade do H,SOs,
independentemente do tempo de imerséo, sobre a desinfestagdo dos aquénios de L. pohlii,
mesmo nos tratamentos que associavam o hipoclorito de sodio a solucdo fungicida. Souza et
al. (2009), trabalhando com germinagdo de Ricinus communis (Euphorbiaceae) observaram
um possivel efeito desinfestante do &cido sulfdrico. Isso pode ser explicado pelo efeito
corrosivo do &cido, que dissolveria as impurezas aderidas a superficie das sementes.

Diante dos resultados obtidos, é de fato conveniente o uso de H,SO, na desinfestacdo
de sementes de L. pohlii, uma vez que este, além de mais eficiente que o hipoclorito de sodio,
pode aumentar e potencial germinativo da espécie, uma vez que esta parece apresentar alguma
dificuldade de germinagdo devida também a barreira fisica imposta pelo aquénio, o que foi
confirmado no experimento de germinagao in vitro.

Observa-se também, que o tempo de imersdo em H,SO, influencia na qualidade da
germinagéo, sendo mais eficiente em tempo mais elevado. Sendo assim, pode-se afirmar que,
apesar de pequena e aparentemente sensivel, a semente ndo teve o embrido danificado pelo
efeito corrosivo do H,SO4, mesmo em imersdes mais longas, de até 20 minutos.

Convém ressaltar que os efeitos do H,SO4 em determinados tempos de imersdo podem
ser potencializados na presenga do GAs. Varios autores, (e.g. Castro et al., 2004), explicam o
efeito do acido giberélico na retomada do desenvolvimento do embrido das sementes,
resultando na germinacdo. Somado a isto, 0 &cido sulfarico também beneficiou a germinacéo,
mesmo ap6s um tempo minimo de imerséo, facilitando a abertura do aquénio.

Apesar do conhecido beneficio proporcionado pelo GA; na propagacdo vegetal, em
condicBes de cultura in vitro, é possivel obter bons resultados na propagacdo de L. pohlii,
mesmo sem 0 uso deste. Haja vista que as maiores taxas de germinagdo e multiplicacdo,
observadas nos experimentos in vitro, ocorram na auséncia da giberelina.

Por outro lado, a partir dos dados obtidos no experimento de multiplicacéo in vitro,
entre os dois subcultivos, foi observado que os residuos de GA; parecem influenciar
positivamente na multiplicacdo de explantes desta espécie. Do primeiro para o segundo
subcultivo houve considerdvel decréscimo nas medias de brotagBes, sugerindo que 0s
tratamentos compostos por H.SO4 e GA3 vieram a potencializar a emissdo de brotagdes no

primeiro subcultivo.
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O controle das citocininas sobre os processos de divisdo celular é bastante conhecido
(TAIZ; ZEIGER, 2006; KERBAUY, 2012) ¢, assim, seus consequentes efeitos sobre a fase de
multiplicacdo na micropropagacdo. Dentre o0 grupo das citocininas, destaca-se a
benzilaminopurina (BAP), devido & sua eficiente contribuicdo na multiplicacdo de plantas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). E importante ressaltar ainda, a existéncia de
interacBes entre os hormdnios fitorreguladores, o que é, normalmente, muito benéfico aos
processos existentes no desenvolvimento das plantas. A divisdo celular e, consequentemente,
a multiplicacdo de brotagBes em culturas de tecidos é potencializada pelo balan¢co hormonal
entre auxinas e citocininas (KERBAUY, 2012).

J&4 as giberelinas, indiscutivelmente importantes no desenvolvimento das plantas
superiores, tem acdo mais proeminente no crescimento caulinar, sendo na cultura de tecidos,
de grande importancia na fase de alongamento (TAIZ; ZEIGER, 2006; KERBAUY, 2012). O
grupo das giberelinas ndo parece estar diretamente relacionado a multiplicacdo de brotag@es,
diferentemente do que foi observado no experimento em questao.

A literatura evidencia que a atuacdo do GAj; esta mais relacionada ao alongamento dos
explantes do que & emissdo de brotagdes (MENDES, et al., 2007, VIDAL et al., 2013). De
acordo com Grattapaglia e Machado (1998), algumas vezes as giberelinas sdo utilizadas na
fase de multiplicagdo, mas que, no entanto, em alguns trabalhos as giberelinas néo
influenciam a multiplicacdo.

De acordo com TaizeZeiger (2006), as giberelinas também atuam na diviséo, além do
alongamento celular e, segundo Kerbauy (2012), o balango hormonal entre giberelinas e
citocininas controlam a permanéncia do carater meristematico ou especificacdo de um destino
de diferenciagdo. Um balanco favoravel as citocininas garante a predominancia dos efeitos
dessa classe hormonal. Assim, é possivel que a presenca do GA3, mais evidente no primeiro
subcultivo, tenha auxiliado para uma melhor eficiéncia dos efeitos do BAP, o que pode

explicar a maior emisséo de brotagdes no primeiro subcultivo.
5. Conclusbes
Dentro das condic¢des experimentais testadas, pode-se concluir que:

e Para germinagéo de L. pohlii em cdmara germinadora, o tempo ideal de imersdo
dos aquénios em soluco de 0,5 mg L™ de GA; ¢ de 36 horas;
e Para uma eficiente desinfestacdo e germinacéo in vitro, a coleta de capitulos de L.

pohlii deve ser realizada em periodos secos;
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Deve-se utilizar H,SO, na escarificagdo dos aquénios que dardo origem aos
explantes para a propagacdo in vitro de L. pohlii, uma vez que este atua na
desinfestacdo dos aquénios, é eficiente na germinagdo in vitro e beneficia a

emissdo de brotagOes em explantes.
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Apéndice A: Desinfestacdo, germinacdo e multiplicacdo de Lychinophora pohlii
(Asteraceae), Diamantina, MG. A — Local de coleta; B-C — Individuos adultos
reprodutivos; D-F — Capitulos compostos em estagios de botdo floral e antese; G-H
- Capitulos compostos em estégios de frutificacdo e dispersdo; | — Aquénios
maduros; J — Repeticdo do experimento de germinacdo; K — Detalhe do aquénio
germinado em BOD; L — Disposi¢do das repeticdes do experimento de germinagao
na BOD; M - Tratamento de desinfestacdo das sementes com H,SO,; N -

Tratamento de desinfestacdo das sementes com hipoclorito de sédio; O-Q —Tubos
de ensaio com sementes inoculadas, apds tratamentos de desinfestacdo; R —
Inoculacdo da semente em meio de cultura, para germinagdo in vitro; S-T —
Montagem do experimento de germinagdo in vitro em ambiente com luz e
temperatura controladas; U-V — Explante recém implantado; W - Explante
multiplicado.
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