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REesumo

Atualmente, ha um crescente debate em torno da necessidade de intensificar a agricultura
utilizando métodos eco-friendly. Nesse contexto, os bioestimulantes derivados de macroalgas
surgem como uma alternativa promissora para impulsionar uma producdo agricola mais
sustentavel e segura. Esse bioinsumo pode ser integrado aos sistemas de cultivo in vitro e
auxiliar na conservacao dos recursos genéticos vegetais. A espécie Comanthera mucugensis é
endémica da Chapada Diamantina-BA e estd ameacada devido ao extrativismo, secas
prolongadas e incéndios florestais. A cultura de tecidos vegetais representa uma estratégia
alternativa para conservar e propagar a espécie através dos protocolos de organogénese e
embriogénese somatica. Os resultados da presente tese demonstraram o potencial do uso dos
extratos aquoso e polissacaridico das macroalgas Hypnea pseudomusciformis e Agardhiella
subulata, e da k-carragenana na atenuacao do estresse termico em sementes de C. mucugensis
expostas a diferentes niveis de alta temperatura. O tratamento com a k-carragenana também
foi capaz de atenuar os efeitos negativos do estresse hidrico na germinacdo, sobrevivéncia e
crescimento radicular da espécie, além de aumentar a sintese de poliaminas, as quais podem
estar associadas na inducdo de brotacdes via organogénese direta. Outra descoberta
importante demonstrou que o picloram associado com a k-carragenana promove a formacao
de calos com potencial embriogénico. O bioestimulante parece regular o metabolismo das
poliaminas que participa do processos de morfogénese in vitro. Além disso, a utiliza¢do da k-
carragenana como agente alternativo promoveu melhores condi¢des para o crescimento das
plantas e a regeneracdo dos brotos via organogénese direta e indireta, em compara¢do com o
agar, resultando em uma reducdo no custo de fabricacdo do meio de cultura. Os resultados da
presente tese contribuem para 0 avango do conhecimento sobre os efeitos dos bioestimulantes
derivados de macroalgas como atenuadores de estresse térmico e hidrico, e como
moduladores da morfogénese in vitro de C. mucugensis. Dessa forma, foi possivel melhorar o
cultivo in vitro de forma sustentavel e estabelecer protocolos aprimorados para a

organogénese e calogénese.

Palavras-chave: Conservagdo ex situ; Métodos eco-friendly; Hypnea pseudomusciformis;

Agardhiella subulata; k-Carragenana; Morfogénese in vitro.



ABSTRACT

Currently, there is a growing debate around the need to intensify agriculture using eco-
friendly methods. In this context, seaweed-derived biostimulants emerge as a promising
alternative to boost a more sustainable and safe agricultural production. This bioinput can be
integrated into in vitro cultivation systems and assist in the conservation of plant genetic
resources. The Comantera mucugensis species is endemic to the Chapada Diamantina-BA and
is endangered due to extractivism, prolonged droughts and forest fires. The plant tissue
culture represents an effective strategy to conserve and propagate the species through
organogenesis and somatic embryogenesis protocols. The results of the present thesis
demonstrated the potential use of aqueous and polysaccharide extracts of the seaweed Hypnea
pseudomusciformis and Agardhiella subulata, and of k-carrageenan in attenuating heat stress
in C. mucugensis seeds exposed to different levels of high temperature. The treatment with «-
carrageenan was also able to attenuate the negative effects of water stress on germination,
survival, and root growth of the species, as well as increase the synthesis of polyamines,
which may be associated in the induction of shoots via direct organogenesis. Another
important finding demonstrated that picloram associated with k-carrageenan promotes callus
formation with embryogenic potential. The biostimulant seems to regulate the metabolism of
polyamines that participate in the in vitro morphogenesis processes. In addition, the use of «-
carrageenan as an alternative agent promoted better conditions for plant growth and shoot
regeneration via direct and indirect organogenesis compared to agar, resulting in a reduction
in the cost of manufacturing the culture medium. The results of the present thesis contribute to
the advancement of knowledge on the effects of seaweed-derived biostimulants as attenuators
of heat and water stress, and as modulators of in vitro morphogenesis of C. mucugensis. Thus,
it was possible to improve in vitro cultivation in a sustainable way and to establish optimized

protocols for organogenesis and callogenesis.

Keywords: Ex situ conservation; Eco-friendly methods; Hypnea pseudomusciformis;

Agardhiella subulata; x-Carrageenan; In vitro morphogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

H& um debate crescente sobre a mudanca do paradigma agricola em direcdo a uma
agricultura sustentavel alinhada a visdo da Agenda 2023 e as 17 metas globais através do uso
de métodos eco-friendly (GENNARI; ROSERO-MONCAYO; TUBIELLO, 2019). Os
bioestimulantes vegetais podem auxiliar na promog¢do de uma producdo vegetal
ecologicamente responsavel, através da melhoria da qualidade das culturas sem o uso de
fertilizantes e pesticidas. Assim, quando integrados aos sistemas de cultivos convencionais,
sdo capazes de preservar 0S recursos naturais e atuar na conservacao da biodiversidade de
espécies com importancia econémica e ecolégica (CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2021).

A espécie de flor seca [everlasting], Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra &
Giul. (Eriocaulaceae), também conhecida como "sempre-viva de Mucugé”, € endémica da
Chapada Diamantina-BA (GIULIETTI et al., 2005). A planta foi ostensivamente explorada na
década de 70 para a Europa e sul do Brasil e, atualmente, estd em perigo de extingdo
(BRASIL, 2022). Alem do extrativismo, a falta de chuvas, secas prologadas e a maior
recorréncia de incéndios em areas de ocorréncia da espécie contribuem para a reducdo das
populacdes e continua perda da qualidade do héabitat (GONCALVES et al., 2011). Essas
mudancas ambientais geram uma condicdo de estresse hidrico e térmico sob C. mucugensis,
ameagando ainda mais sua sobrevivéncia. Apesar disso, os dados na literatura acerca dos
efeitos ou métodos de mitigacdo do estresse sdo incipientes e escassos para a espécie.

A cultura de tecidos vegetais é a principal estratégia de conservagdo ex situ e
propagacdo de C. mucugensis (LIMA; BRITO; SANTANA, 2021). A técnica de
multiplicacdo in vitro aplica o principio da pluripoténcia das células vegetais, no qual um
determinado tecido pode regenerar e desenvolver um novo Orgdo ou individuo via

organogénese ou embriogénese somatica (FEHER, 2019).

A propagacdo in vitro de C. mucugensis €, preferencialmente, realizada via
organogénese direta sem reguladores de crescimento, no entanto, possui algumas limitac6es
como a baixa taxa de brotamentos e de enraizamento (LIMA-BRITO et al., 2011a, 2016).
Recentemente, a suplementacdo do meio de cultura com extratos aquosos de macroalgas
vermelhas foi proposta como método para aprimorar a producdo de brotos (CARMO;
MOURA,; LIMA-BRITO, 2020). Além disso, foi observado que as plantas submetidas ao
estresse podem multiplicar-se via organogénese direta (LIMA-BRITO et al., 2011b, 2015).
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Os dados acerca da morfogénese via indireta séo limitados e indicam a dependéncia da
utilizacdo de reguladores para formacdo de calos e a dificuldade de regeneracdo dos brotos
(LIMA-BRITO et al., 2011a). A regeneracao do tecido vegetal via embriogénese somatica

ainda ndo foi reportado na literatura para a espécie.

A espécie C. mucugensis esta inserida em um contexto de emergéncia ecologica, dada
as condicBes de estresse térmico e hidrico as quais estd submetida e as limitaces dos
protocolos de propagacdo que ainda ndo sdo capazes de atingir a producdo comercial e
suprimir o extrativismo. As vantagens do emprego de extratos de macroalgas no cultivo de
plantas pode ser a chave para superar esses desafios. Portanto, o presente estudo avaliou o
potencial dos bioestimulantes derivados de macroalgas na atenuacdo do estresse e na

propagacéo in vitro de C. mucugensis.
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REVISAO DA LITERATURA

1. A espécie Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul.

A Chapada Diamantina é uma regido localizada no estado da Bahia, Brasil, conhecida por
sua alta biodiversidade. Essa compreende um mosaico de diferentes ecossistemas, incluindo
caatinga, savana, floresta de altitude, e uma predominancia de campos rupestres constituidos
por espécies endémicas que se desenvolvem nas fendas das rochas e em solo arenoso
(FUNCH et al., 2021; NEVES et al., 2016). As comunidades de plantas na regido séo
altamente diversas e incluem vérias espéecies ameacadas de extincdo (BRASIL, 2022).
Algumas das familias botanicas mais notaveis encontradas na Chapada Diamantina incluem a
Velloziaceae, Orchidaceae, Bromeliaceae e Eriocaulaceae (GIULIETTI et al., 2005z;
JUNCA; FUNCH, L.; ROCHA, 2005)

A familia Eriocaulaceae & composta, principalmente, por plantas herbaceas que
crescem em areas de elevadas altitudes, geralmente em solos arenosos acidos, umidos ou
secos (COSTA; TROVO; SANO, 2008; GIULIETTI et al., 1996). As inflorescéncias de
muitas espécies, a maioria pertencentes ao género Comanthera, sdo comercializadas como
“sempre-vivas” por manterem a forma e a cor mesmo muitos anos depois de colhidas e secas,

sendo utilizadas como ornamentais e na fabricacdo de artesanato (GIULIETTI et al., 1996).

A espécie Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul. é endémica do municipio
de Mucugé localizado na Chapada Diamantina e esta em perigo de extincdo (BRASIL, 2022).
Também conhecida como a "sempre-viva de Mucugé", a planta é cobicada como um artigo
decorativo, tendo sido ostensivamente explorada e exportada, especialmente na década de 70,
para o sul do Brasil e paises como Estados Unidos, Japéo e alguns da Europa (GIULIETTI et
al., 2005; GIULIETTI; GIULIETTI; RUBENS, 1988).

Além do extrativismo, os danos causados pela expansdo da atividade agropecuéria € o
uso indiscriminado do fogo contribuem para a redugdo das popula¢Bes naturais e a continua
perda da qualidade do hébitat (CONCEICAO, 2021). Outro fator que nos Gltimos anos tem
afetado diretamente as condigdes microclimaticas da Chapada Diamantina é o aquecimento
global, diminuindo a frequéncia de chuvas e prologando os periodos de seca (MENEZES; DO
COUTO-SANTOS; FUNCH, 2018; RAMOS RIBEIRO et al., 2021). Essas mudangas

ambientais geram uma condicao de estresse hidrico e térmico sob C. mucugensis, ameagando
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ainda mais sua sobrevivéncia. Entretanto, os dados na literatura acerca dos efeitos ou métodos

de mitigacdo do estresse abiotico para a espécie sdo incipientes e escassos.

A escassez das populagdes de "sempre-viva de Mucugé” ocasionou a valorizagao das
suas flores, indicando que a reducdo na comercializagdo ndo se deu pela diminuicdo da
demanda, mas sim da oferta. A conservacdo in situ da Comanthera mucugensis no Parque
Nacional da Chapada Diamantina busca garantir a sua sobrevivéncia em seu ambiente natural.
Porém, diante dos desafios ambientais e considerando a sua grande importancia ecoldgica e
econdmica, faz-se necessario desenvolver métodos de atenuacdo dos estresses ambientais aos
quais a espécie esta submetida e protocolos de propagacéo sustentaveis. Para este fim, umas
das ferramentas biotecnoldgicas de maior éxito € a cultura de tecidos vegetais, que engloba
um conjunto de técnicas como a micropropagacao e a conservacao in vitro (LIMA; BRITO;
SANTANA, 2021).

2. Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais envolve um conjunto de técnicas biotecnolégicas e tem um
grande impacto tanto na agricultura quanto na industria, por fornecer plantas necessarias para
atender a crescente demanda mundial. A tecnologia permite a propagacdo de material vegetal
geneticamente homogéneo e livre de doencas (SHAHZAD et al., 2017). Essa ferramenta
também é util para a inducdo da variacdo somaclonal como fonte de variabilidade genética
para a obtencdo de novos genoétipos (BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011). Além disso,
participa do processo de transformacdo genética de culturas melhoradas com alto potencial de
rendimento e tolerantes a estresses bidticos e abioticos, bem como, da producdo em larga
escala de compostos secundarios com propriedades medicinais ou nutricionais (HUSSAIN et
al., 2012).

A técnica tambeém oferece uma alternativa para a preservacdo da biodiversidade vegetal
(OSENI; PANDE; NAILWAL, 2018). A conservacdo do germoplasma esta se tornando cada
vez mais essencial devido ao alto indice de desaparecimento de espécies e a crescente
necessidade de salvaguardar o patriménio genetico. Os protocolos da cultura de tecidos
podem clonar genotipos ameacados e armazena-los por um longo periodo (LEMOS et al.,
2002; SILVA et al., 2018).

Para que o cultivo in vitro seja bem-sucedido, é necessario controlar as condicdes

microambientais (temperatura, iluminacdo, umidade e esterilidade) e fornecer suplementos
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para estimular o metabolismo vegetal através de um meio de cultura (CARVALHO; SILVA;
MEDEIRQOS, 2006). Esse meio é uma mistura de nutrientes e reguladores de crescimento que
sdo necessarios para a multiplicacdo e desenvolvimento das células. Os nutrientes incluem
minerais, carboidratos como sacarose, aminoacidos e vitaminas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Além desses, um agente gelificante, como o &gar, é frequentemente
adicionado a fim de proporcionar uma superficie sélida para os tecidos aderirem e crescerem
(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006).

A cultura de tecidos permite a regeneracdo in vitro de plantas inteiras a partir de uma
unica célula ou tecido, baseada na capacidade de pluripoténcia vegetal em desdiferenciar e
diferenciar em células embrionarias, meristematicas ou somaticas (FEHER, 2019;
STEWARD et al., 1964). A clonagem de plantas, também conhecida como micropropagacéo,
envolve diferentes etapas que incluem a selecdo da planta-matriz ou explante, o
estabelecimento de culturas, a multiplicacdo de células, a regeneracdo dos brotos, o
enraizamento e a aclimatizacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os novos tecidos
vegetais podem ser obtidos através de duas rotas morfogenéticas: a organogénese e a

embriogénese somatica.

A organogénese é o processo pelo qual as células se diferenciam para formar uma
estrutura unipolar, um primordio vegetativo (gemas axilares/brotos adventicios) ou raizes
(rizogénese), cujo sistema vascular esta ligado ao tecido parental (THORPE, 1993). Na
embriogénese somatica, o processo de desdiferenciacdo e reprogramacdo celular resulta no
desenvolvimento de embrifes somaticos (semelhantes aos embrides zigbticos) com estrutura
bipolar contendo um eixo apical/raiz e sistema vascular autbnomo e fechado (VON ARNOLD
et al., 2002). A morfogénese pode ocorrer de forma direta, na qual as células do explante sdo
capazes de se diferenciar e regenerar novos tecidos, sem a necessidade de um estagio
intermediario; ou indireta através de um conjunto de células indiferenciadas que formam uma
estrutura denominada de calo, resultado de um crescimento celular desorganizado a partir do
explante (FEHER, 2019).

Os processos de crescimento e desenvolvimento da planta sdo dindmicos e a analise
histomorfoldgica é um passo importante no estudo da morfogénese in vitro (YEUNG, 1999).
Compreender o0s estagios ontogenéticos permite a analise dos tipos celulares, suas
diferenciacbes e a formacdo de novas estruturas, bem como auxilia na determinagdo da
organogénese ou embriogénese (MOYO; AREMU; VAN STADEN, 2015). Essas



18

informacdes podem ser usadas para melhorar os protocolos de cultura de tecidos e para
identificar problemas que possam surgir durante o processo de propagacao clonal.

A modulagdo da propagacéo in vitro € um processo complexo que envolve a interagdo de
varios fatores bioldgicos, bioquimicos e moleculares (THORPE, 1993). O gen6tipo da planta,
0 tipo de explante e as condi¢des microambientais de cultivo, como luz e nutrientes, sdo
fundamentais para orientar o crescimento celular (CARVALHO; SILVA; MEDEIRQOS,
2006). Além desses, 0 tipo e a concentragdo dos reguladores de crescimento, como o 6-
benzilaminopurina (BAP) e picloram, e os fitohormdnios endégenos sdo responsaveis pela
comunicacdo intra e intercelular que coordenam os processos de divisdo, crescimento,
desdiferenciacdo e diferenciacdo celular (JAMRA et al., 2022; PHILLIPS, 2004; WOICIK;
WOICIKOWSKA; GAJ, 2020).

A proporcdo de citocininas/auxina determina o caminho morfogenético que o tecido in
vitro seguird. As altas e baixas propor¢des de citocinina em relacdo a auxina favoreceram a
regeneracdo da parte aérea e da raiz, respectivamente, enquanto concentracfes mais
equivalentes induzem a calogénese (FEHER, 2019; SKOOG; MILLER, 1957). Diversas
pesquisas propuserem que o metabolismo enddgeno ou o tratamento exdgeno de moléculas
como o Oxido nitrico (SUNDARARAJAN et al., 2022), poliaminas (SILVEIRA et al., 2006;
TIBURCIO et al., 1993) e prolina (HARE; CRESS; VAN STADEN, 2001) participam de

processos fisiologicos essenciais na morfogénese in vitro e na resposta ao estresse.
2.1. Morfogénese in vitro de Comanthera mucugensis

A morfogénese in vitro de Comanthera mucugensis foi estudada por diversos autores que
avaliaram o efeito da composi¢do do meio de cultura e os tipos de explantes na inducéo de
novas microplantas (LIMA; BRITO; SANTANA, 2021; CARMO; MOURA; LIMA-BRITO,
2020; LIMA-BRITO et al., 2011a; SANTOS et al., 2008). A propagacdo in vitro e,
preferencialmente, realizada via organogénese direta, utilizando o caule como explante, em
meio composto pela metade das concentracGes salinas de Murashige & Skoog (¥2MS), 7 g/L
de sacarose, sem reguladores de crescimento e gelificado com &gar (LIMA-BRITO et al.,
2011a). No entanto, o protocolo possui algumas limitacdes, como a baixa taxa de brotamento

e de enraizamento.

A organogénese indireta pode ser obtida a partir de explante caulinar e foliar, em meio
suplementados com BAP (ALBUQUERQUE, 2013; LIMA-BRITO et al.,, 2011a). Os
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reguladores de crescimento sdo necessarios para estimular a calogénese em C. mucugensis,
sendo utilizados como explantes o caule seccionado ou a microplanta inteira, em meio
suplementado com BAP (SANTOS et al., 2008), ou a folha, em meio acrescido dessa
citocinina e acido naftaleno acético (ANA) (LIMA-BRITO et al., 2011a).

Além desses, ha indicios que as auxinas picloram e 2,4-D sdo Uteis para induzir calos
fridveis com possivel capacidade morfogenética (GURGEL, 2017). No entanto, o protocolo
ressalta que ndo houve regeneracdo do tecido vegetal a partir da massa calogénica. A

embriogénese somatica em C. mucugensis ainda ndo foi reportada na literatura.

A morfogénese via organogénese direta também foi observada em microplantas de C.
mucugensis submetidas a condicao de estresse causado por osmorreguladores (LIMA-BRITO
et al., 2011b). Acredita-se que a obtencdo de brotos em decorréncia do déficit hidrico
reproduz um comportamento natural da espécie na condi¢do ex vitro. Além disso, foi
demonstrado que a suplementacdo do meio de cultura com bioestimulantes derivados de
macroalgas, como o extrato aquoso de Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft & M.J.Wynne,
promove 0 aumento de brotacdo a partir de microplantas, sendo proposto como método
ecoldgico e baixo-custo para aprimorar a multiplicagdo in vitro de C. mucugensis (CARMO;
MOURA; LIMA-BRITO, 2020).

3. Bioestimulantes vegetais

O European Biostimulant Industry Council define os bioestimulantes vegetais como
compostos e/ou microrganismos cuja funcdo, quando aplicada as plantas ou a sua rizosfera, é
estimular processos naturais para incrementar a absorcdo e eficiéncia de nutrientes, a
tolerancia ao estresse abiotico/bidtico e a qualidade das culturas (DU JARDIN, 2015). O
termo “bioestimulante” ndo ¢ encontrado na legislagdo brasileira, sendo esse tipo de insumo

classificado como “biofertilizante”.

O termo “biofertilizante” é definido como um produto contendo principio ativo, isento de
substancias agrotdxicas, capaz de atuar direta ou indiretamente sob as culturas, elevando sua
produtividade, independentemente de seu valor hormonal ou estimulante (BRASIL, 2014).
No entanto, esta em tramitacdo o Projeto de Lei n° 3668 de 2021 que regulamenta a producéo

de “bioinsumos” e contempla o conceito “bioestimulante”.

Atualmente, os bioestimulantes sdo apontados como uma das solu¢des mais promissoras

para a producdo agricola sustentavel, pois representam uma alternativa ecoldgica aos seus
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equivalentes produtos quimicos que causam impactos ambientais maléficos, como fungicidas,
inseticidas e herbicidas (MUHIE, 2022). A sua utilizagdo é considerada como uma forma de
estimular um crescimento socioeconémico alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) propostos pela Agenda 2030 lancada em 2015 pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU) (CORSI et al., 2022), como ODS #2 (aumento da produtividade
agricola sustentavel), #14 (uso sustentavel dos recursos marinhos) e #15 (conservagdo de

espécies ameacadas).

O mercado global de bioestimulantes foi estimado em, aproximadamente, US$ 3,14
bilhdes em 2022 e deve atingir mais de US$ 6,69 bilhdes em 2029 (FORBES, 2023). A
adesdo pelos produtores rurais as praticas agricolas sustentaveis e econémicas, que utilizam
“bioinsumos”, ¢ crescente no Brasil e foi, principalmente, incentivada pelo Programa
Nacional de Bioinsumos criado em 2020 (DE SOUZA; CASTILHO; MACEDO, 2022;
GOULET, 2021).

No entanto, a aplicacdo dos bioestimulantes ainda é subutilizada pois seus mecanismos de
acao permanecem pouco conhecidos (DU JARDIN; XU; GEELEN, 2020). Isso se deve,
principalmente, a natureza heterogénea e complexa das matérias-primas, o que torna quase
impossivel identificar, exatamente, o(s) componente(s) responsavel(is) pela atividade
bioldgica (KHAN et al., 2009; YAKHIN et al., 2017). Além disso, a ndo padronizacdo do
modo de fabricacdo resulta em grande variabilidade fisico-quimica, que pode promover
diferentes efeitos no crescimento vegetal de uma mesma cultura (CARMO; MOURA; LIMA-
BRITO, 2021; NAIR et al., 2012). Atualmente, ha um esforgo crescente para compreender 0s
estagios de acdo dos bioestimulantes, utilizando técnicas de expressdo génica, sinalizacédo e
interacbes hormonais, bem como, a regulagdo dos processos metabolicos e seus efeitos
integrados na planta (CRITCHLEY et al., 2023; DE SAEGER et al., 2020; DU JARDIN; XU;
GEELEN, 2020; SORRENTINO et al., 2022).

Os bioestimulantes podem ser classificados em diferentes categorias, de acordo com a sua
origem ou papel no crescimento da planta (GUPTA et al., 2021). Os principais tipos incluem:
(i) substancias orgéanicas e naturais (por exemplo, acidos himicos e falvicos, hidrolisados de
proteina animal/ vegetal, diferentes tipos de extratos de algas, compostos derivados de
fumaca, vermicomposto); (ii) compostos inorganicos (como o aluminio, cobre, sodio, selénio
e silicio); e (iii) microrganismos benéficos (a exemplo dos fungos micorrizicos arbusculares,

bactérias fixadoras de N2 e rizobactérias promotoras de crescimento) (GUPTA et al., 2021).
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3.1. Bioestimulantes derivados de macroalgas

Os extratos de macroalgas constituem mais de 33% do mercado total de bioestimulantes
em todo o mundo (EL BOUKHARI et al., 2020). Estima-se que o comércio de cultivo de
algas atingiu cerca de US$ 16,7 bilhdes em 2020 e esta previsto o crescimento de US$ 30,2
bilhGes até o ano de 2025 (MARKET RESEARCH REPORT, 2020). Esses organismos
marinhos, embora geneticamente e morfologicamente diversos, podem ser subdivididos com
base nos pigmentos do talo em trés grupos principais: as vermelhas (Rhodophyta), as pardas
ou marrons (Ochrophyta-Phaeophyceae) e as verdes (Chlorophyta) (BAWEJA; SAHOO,
2015).

As algas apresentam grande variabilidade de fitocompostos, como diferentes tipos de
minerais, carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas, fitorménios e Vvarios compostos
bioativos (BATTACHARYYA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; STIRK et al., 2020).
A variagdo da composi¢do quimica estd relacionada a diversos pardmetros ambientais, ao
local e o tempo da coleta, além do tipo de macroalga (BRICENO-DOMINGUEZ et al., 2014;
GONI et al., 2016). O processo de fabricacdo do bioestimulante a partir dessa matéria-prima
também influencia as propriedades fisico-quimicas do produto final e pode promover
diferentes respostas no desenvolvimento vegetal (BRICENO-DOMINGUEZ et al., 2014;
CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2021; HERNANDEZ-HERRERA et al., 2016).

Para obter um bioestimulante a base de macroalgas, o protocolo pelo qual a extracdo é
realizada é de extrema importancia para definir o perfil fisico-quimico e a integridade
bioquimica dos bioativos (NANDA; KUMAR; HUSSAIN, 2022). Varios métodos sdo usados
para fabricacdo do produto em p6 ou em liquido. Dentre estes, 0s extratos aquosos de algas
sd0 0s mais comuns e de menor custo, sendo obtidos a partir da maceragédo do talo seco em

agua aquecida e sua posterior filtragem e concentracdo (EL BOUKHARI et al., 2020).

O processo de extragdo mais utilizado para a produgdo comercial envolve hidrolise
alcalina ou &cida, em alta pressio, ou através de reacdes enziméticas (BRICENO-
DOMINGUEZ et al., 2014). Também podem ser aplicados métodos de extracdo assistida por
micro-ondas, por ultrassom, de fluido supercritico e liquido pressurizado, que provaram ser
bem-sucedidos devido ao alto nivel de extratibilidade. (MICHALAK; CHOJNACKA, 2015;
SAMUELS; SETATI; BLANCQUAERT, 2022). Esses extratos, comercializados como
“hidrolisados de algas”, sdo ricos em aminoacidos e oligossacarideos livres (GONZALEZ et

al., 2014a; NANDA; KUMAR; HUSSAIN, 2022).
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Os polissacarideos sulfatados extraidos das paredes das macroalgas, como as
carragenanas, agaranas e alginatos, e seus oligossacarideos derivados, podem estimular a
germinacdo e o crescimento das plantas (GONZALEZ et al., 2013; TORRES et al., 2018;
VINOTH et al., 2021), além de possuirem propriedades antiestressantes (GONZALEZ et al.,
2013; LIU et al., 2019). Esses bioestimulantes sdo denominados de extratos polissacaridicos
ou “extratos enriquecidos com polissacarideos”, e podem ser obtidos através do protocolo
convencional para extracdo aquosa com precipitacio etandlica (HERNANDEZ-HERRERA et
al., 2016; MZIBRA et al., 2020; VINOTH et al., 2021), ou a partir de empresas especializadas
que comercializam a substancia pura, como a Sigma-Aldrich (SUGANYA et al., 2016).

Os bioestimulantes derivados de macroalgas podem ser aplicados de diversas formas,
inclusive no campo, na casa de vegetacdo, no solo e no cultivo in vitro de plantas. Quando
aplicados no campo ou na casa de vegetagédo, os extratos podem ser pulverizados nas folhas
ou como pré-tratamento em sementes e plantas jovens para efeito priming (DI STASIO et al.,
2020; SHAFIE et al., 2021). O aproveitamento no solo pode melhorar a estrutura, a
disponibilidade de nutrientes e a retencdo de agua, o que pode aumentar a atividade
microbiana e melhorar o crescimento das raizes e a absorcdo de nutrientes (HUSSAIN;
KASINADHUNI; ARIOLI, 2021).

Além dessas formas, os extratos podem ser utilizados na cultura de tecidos vegetais como
suplemento organico para o meio de cultura. Esses bioestimulantes podem aprimorar a
morfogénese in vitro e favorecer o desenvolvimento de raizes adventicias e a formagéo de
brotos, levando a uma propagacdo mais eficiente das plantas (CARMO; MOURA,; LIMA-
BRITO, 2021, 2020).

3.2. Bioestimulantes derivados de macroalgas na propagacao in vitro de plantas

A composi¢Oes do meio de cultura é determinante para o inicio e o desenvolvimento
da propagacdo in vitro de plantas. A suplementacdo do meio com bioestimulantes pode
aprimorar as etapas da regeneracdo in vitro, via organogénese e embriogénese somatica
(CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2021). Os extratos de macroalgas mais referenciados
para este fim, foram obtidos a partir de espécies dos grupos Rhodophyta e Ochrophyta/
Phaeophyceae e os principais efeitos associados foram o aumento da indugéo, alongamento e
enraizamento dos brotos, formacdo e maturacdo de embrides somaéticos, e conversdo em
plantulas (CARMO; MOURA,; LIMA-BRITO, 2021).
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E possivel que os extratos de macroalgas possam enriquecer o meio como fonte de
nutrientes, de amino&cidos, e de carbono devido a presenca de alta quantidade de
polissacarideos (MISURCOVA; MACHU; ORSAVOVA, 2011). Por exemplo, o alto nivel de
proteinas, carboidratos solGveis e micronutrientes encontrados nos bioestimulantes derivados
de Caulerpa cylindracea Sonder e Fucus spiralis Linnaeus foram correlacionados com o
aumento do crescimento e enraizamentos dos brotos de Nicotiana benthamiana e Vitis
vinifera (ESSERTI et al., 2017).

Outro estudo demonstrou que a suplementacdo do meio com altas concentracdes (3 e 4
mg/mL) do extrato de Agardhiella subulata incrementou a formacdo de brotos de C.
mucugensis (CARMO; MOURA,; LIMA-BRITO, 2020). O aumento da propagacdo in vitro
pode estar associado a resposta da planta ao estresse hidrico em decorréncia da mudanca do
potencial osmético do meio devido a presenca de substancias organicas de origem algécea.
Além disso, foi observado aprimoramento das etapas de alongamento da parte aérea e do
enraizamentos dos brotos com o extrato de Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano &
M.C.Oliveira em baixa concentracdo (1 mg/mL), quando comparados aos meios de cultivo
convencionais (CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2020).

Os extratos de macroalgas séo reconhecidos como uma fonte natural, ecologicamente
segura e econémica de reguladores de crescimento vegetais e podem ser Uteis para substituir
parcialmente ou totalmente os reguladores sintéticos, representando um método de
aprimoramento e reducdo do custo da propagacdo in vitro (CARMO; MOURA; LIMA-
BRITO, 2021). Esses extratos possuem citocininas, auxinas e giberelinas, que podem
estimular a divisdo celular e a proliferacdo das células vegetais (STIRK; VAN STADEN,
2014). Ressalta-se que a autoclavagem do meio com o extrato ndo interfere no efeito
estimulatorio (FINNIE; VAN STADEN, 1985).

Por exemplo, ha indicios que as altas concentragdes de citocininas, como 2-
isopenteniladenina e zeatina, encontradas nos extratos de macroalgas vermelhas e verdes
podem ser responsaveis pelo aumento da eficicia da regeneracdo dos brotos de Prunus
armeniaca (Linnaeus) Huth (ALBURQUERQUE et al., 2019). A andlise dos extratos de
Caulerpa scalpelliformis (R. Brown ex Turner) C.Agardh e Gracilaria corticata (J.Agardh)
J.Agardh revelou que a presenca da benziladenina e do &cido indolbutirico estaria envolvida
na inducdo de calos embriogénicos, bem como na conversdo dos embribes somaticos em
Solanum lycopersicum Linnaeus (VINOTH; GURUSARAVANAN; JAYABALAN, 2014).
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Além disso, o bioestimulante demonstrou ser Gtil no aumento da biomassa vegetal e do teor
de metabdlitos in vitro de interesse medicinal, como os vitanolideos e a plumbagina
(KAKADE; ZIMARE; MALPATHAK, 2022; VINOD et al., 2022).

Alguns especialistas sugerem que a presenca comprovada dos fitormoénios nos
extratos de macroalgas & responsavel por promover a melhora do metabolismo vegetal
(KHAN et al., 2011; RAYORATH et al., 2008). No entanto, outros alegam que a quantidade
desses é insuficiente para causar efeitos significativos e que a acéo eliciadora de uma ou mais
moléculas modula as vias da sintese dos fitohormdnios e dos metabolitos secundarios em
plantas (CARMO; MOURA,; LIMA-BRITO, 2021; WALLY etal., 2013).

Nesse sentido, os polissacarideos de macroalgas demonstraram notoria atividade
bioestimulante em diversas plantas, indicando ser um importante modulador metabdlico
(HERNANDEZ-HERRERA et al., 2016; MZIBRA et al., 2020; TORRES et al., 2019; VERA
et al., 2011). Dentre eles, a carragenana foi associada ao aumento da sintese de indol 3-
acetico, giberelina A3 e trans-zeatina, além de enzimas antioxidantes, das moléculas de
NADPH, ascorbato e glutationa, e a assimilacdo de nitrogénio e carbono (GONZALEZ et al.,
2014a, 2014b; NAEEM et al., 2021; SAUCEDO et al., 2019; SAUCEDO; CONTRERAS;
MOENNE, 2015; SHUKLA et al., 2016). Sua capacidade de aprimorar diversas rotas do
metabolismo vegetal pode ser util na propagacdo in vitro, como demonstrado no estudo
realizado com Brassica oleracea var. italica Plenck onde observou-se aumento da formacao
de embriGes somaticos em meio suplementado com oligo-carragenanas (LEMONNIER-LE
PENHUIZIC et al., 2001).

Ainda ndo esta claro como os extratos de macroalgas interferem na propagacédo in
vitro das plantas, sendo necessarias mais pesquisas para determinar como seus bioativos
modulam as vias metabdlicas envolvidas na morfogénese (CARMO; MOURA; LIMA-
BRITO, 2021; WALLY et al., 2013). A cultura de tecidos vegetais pode ser uma importante
aliada nos estudos com foco no mecanismo de acdo pois permite conduzir experimentos
capazes de avaliar o efeito dos componentes principais e secundarios dos extratos, em
diferentes concentracgdes e condicdes de cultivo (CARMO; MOURA; LIMA-BRITO, 2021).
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Resumo

Os incéndios s&o comuns na Chapada Diamantina e atingem grandes extensées dos Campos
rupestres, onde existe um elevado numero de espécies endémicas, entre as quais se destaca
Comanthera mucugensis. No entanto, o efeito das altas temperaturas nas sementes desta
espécie é desconhecido (ou alternativas para mitigar o estresse térmico). O presente estudo
avaliou os efeitos do estresse térmico e o efeito dos extratos aquosos e polissacarideos das
macroalgas marinhas Agardhiella subulata e Hypnea pseudomusciformis, e da k-carragenana
na germinacdo e no desenvolvimento pos-seminal das sementes de C. mucugensis. As
sementes foram expostas a quatro niveis de alta temperatura: 40, 45, 50, e 55 °C.
Posteriormente, foram germinadas em papel germinado umedecido com agua destilada,
extratos aquosos e polissacarideos das macroalgas e «-carragenana em diferentes
concentragdes: 10, 1 e 0.1 mg.ml. As sementes de C. mucugensis foram tolerantes ao calor
até 50 °C. A alta concentracdo de extratos foi eficaz na atenuacdo do estresse térmico nas
sementes estressadas a 45 e 50 °C. Em condicdo de ndo estresse e baixo estresse térmico (40
°C), a menor concentracdo dos extratos e da x-carragenana melhorou a frequéncia de
germinacao e desenvolvimento pos-seminal das sementes. Esse € o primeiro relatério sobre os

efeitos do calor nas sementes das espécies Eriocaulaceae da Chapada Diamantina.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, Sempre-vivas, Desenvolvimento pds-seminal, Extrato

aquoso, Polissacarideos, Tolerancia térmica.
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Abstract

Fires are common in Chapada Diamantina and reach large extensions of Campos rupestres,
where there is a high number of endemic species, among which Comanthera mucugensis
stands out. However, the effect of high temperatures on the seeds of this species is unknown
(or alternatives to mitigate thermal stress). The present study evaluated the effects of heat
stress and the effect of aqueous and polysaccharide extracts from seaweeds Agardhiella
subulata and Hypnea pseudomusciformis, and k-carrageenan on germination and post-seminal
development of C. mucugensis seeds. The seeds were exposed to four high-temperature
levels: 40, 45, 50, and 55 °C. Subsequently, they were germinated in germitest paper
moistened with distilled water, aqueous and polysaccharide extracts from seaweeds and -
carrageenan in different concentrations: 10, 1 and 0.1 mg ml. The seeds of C. mucugensis
were heat tolerant up to 50 °C. The high concentration of aqueous and polysaccharide extracts
was efficient in mitigating the thermal stress on seeds stressed at 45 and 50 °C. In a condition
of non-stress and low thermal stress (40 °C), the low concentration of extracts and «-
carrageenan improved the frequency of germination and post-seminal development of the
seeds. It is the first report on the effects of heat on seeds of Eriocaulaceae species from

Chapada Diamantina.

Keywords: Eriocaulaceae, Everlasting flowers, Post-seminal development, Aqueous extract,

Polysaccharides, Thermal tolerance.
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1. Introduction

In the region of Chapada Diamantina, located in the state of Bahia, Northeast Brazil, fires
are frequent and affect large expanses of Campos rupestres (rupestrian fields) of the
mountainous areas, where there is a high number of endemic species (Conceigdo and Pivello
2011). Among these, Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul., a species of
dry/everlasting flower endemic to Eriocaulaceae known as “sempre-viva de Mucugé”,
presents special interest for conservation (Giulietti et al., 1988). Coveted as a decorative item
because its flower remains exuberant for a long time, this species was ostensibly exported to
Europe and south of Brazil, reaching the status of endangered (Beserra et al., 2007). In
addition, in recent years, a higher recurrence of fires has been observed in areas of C.

mucugensis occurrence, aggravating the risk of extinction.

Seeds of different species diverge in their ability to respond to fire. It is necessary to
consider the distinctions of sensitivities according to the heterogeneity of fires (intensity,
frequency and duration) and spatial distribution of individuals (Tangney et al., 2020). Most
species of Campos rupestres can form long-term persistent soil seed banks that can germinate
in a wide range of temperatures (Garcia et al., 2020). The soil thermally isolates the buried
seeds, maintaining the viability and ensuring the survival of fire and drought. However, the
knowledge of the effects of heat on seeds of Eriocaulaceae is limited and restricted to the
species found in the state of Minas Gerais, southeastern Brazil (Oliveira and Garcia 2005).

There is evidence that biostimulants derived from seaweeds relieve heat stress (Zhang and
Ervin 2008) and improve germination (Hernandez-Herrera et al., 2014, 2016). The seaweeds
polysaccharides can increase the activity of several metabolites that are beneficial for
germination (Hu et al., 2004; Mzibra et al., 2020). Among these, carrageenan was able to
promote improvements in germination, growth, metabolite production, besides acting in the
mitigation of biotic and abiotic stress in several plants (Bi et al., 2011; Singh et al., 2017;
Abad et al., 2018; Saucedo et al., 2019). It has recently been demonstrated that extracts of
Agardhiella subulata (C. Agardh) Kraft & M. J. Wynne and Hypnea pseudomusciformis
Nauer, Cassano & M. C. Oliveira, carrageenan producing species, have improved the in vitro
propagation of C. mucugensis (Carmo et al., 2020), suggesting that its stimulating effects may

be helpful in various forms of cultivation.

Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effect of heat stress on C.
mucugensis seeds, as well as the effect of aqueous extracts, polysaccharide extracts of A.
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subulata and H. pseudomusciformis, and k-carrageenan on their germination, as a possible
strategy to mitigate the adverse effects of post-fire. It is the first study that demonstrates the

effect of heat on seeds of Eriocaulaceae species from Chapada Diamantina.

2. Materials and methods

2.1.Collection and identification of seaweeds

The seaweeds Agardhiella subulata and Hypnea pseudomusciformis were collected on
a coastal reef at Praia da Penha - Ilha de Itaparica, Bahia State, Brazil (12°59°16.7°’S /
38°37°21.3’W) in October 2019, during low tide. The species were identified based on
morphological characteristics, and a specimen of each was incorporated into the reference
collection of the Universidade Estadual de Feira de Santana herbarium (HUEFS 253397,
253396, respectively). The seaweeds collected were initially washed in seawater to eliminate
sand particles, epiphytes, and other impurities and subsequently washed with running water to
remove the excess of salt. Then, the samples were dried for 15 days at 40 °C and pulverized
on Willye type mill (Tecnal®).

2.2.Preparation of aqueous extracts, polysaccharide extracts and k-carrageenan

The aqueous extracts (AE) were prepared according to Carmo et al. (2020).
Approximately 50 g (dry weight) for each sprayed seaweed was soaked in 500 mL of sterile distilled
water at 50 °C for 1h. The resulting extract was filtered through four layers of muslin cloth, and
the liquid phase dried at 40 °C to a constant weight.

The start processes of preparing the polysaccharide extracts (PE) and the aqueous
extract was similar. After extraction in hot water and filtration of the aqueous extract, the
polysaccharides were precipitated with three volumes of pure ethanol for a period of 48 h at -
4 °C. The precipitated compounds were recovered by filtration through four layers of muslin
cloth and the mass retained on tissue was dried at 40 °C to a constant weight. The aqueous
extracts of A. subulata (AGA) and H. pseudomusciformis (HPA) and polysaccharide extracts
(AGP and HPP, respectively) were stored at 4 °C.

The k-carrageenan (KC) was obtained from Sigma-Aldrich® (cod. 22048). The AE, PE

and KC were diluted in hot distilled water and autoclaved before use.

2.3.Collection and identification of Comanthera mucugensis seeds
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Seeds of C. mucugensis were collected from inflorescences well developed of mature
plants from Mucugé Municipal Park in Chapada Diamantina, Bahia State, Brazil (12°99°21"°S
and 41°34°19°°W) in September 2017 and stored under refrigeration conditions at 4 °C in dark
place. The species were identified by the Universidade Estadual de Feira de Santana
herbarium specialists based on morphological characteristics of the reference material and
deposited on collection (HUEFS 97755). The C. mucugensis seeds are very slight and fragile,
elliptical, with a testa of reddish-brown color and about 1 mm in diameter (Cerqueira et al.,
2008).

2.4.Heat stress and germination of Comanthera mucugensis seeds

The seeds of C. mucugensis were exposed to four high temperature levels: 40, 45, 50,
and 55 °C, in a heating oven for 5 min on glass Petri dishes preheated to the tested

temperature. After incubation in heat, the plates were cooled to room temperature.

The seeds were sown in Petri dishes on germitest paper (Germilab®) moistened with
distilled water (DW), aqueous extracts (AGA and HPA), polysaccharide extracts (AGP and
HPP) and «-carrageenan (KC) in different concentrations: 10, 1 and 0.1 mg ml?. The
experiment consisted of four replicates of ten seeds per treatment and seeds grown in distilled
water were considered as control. The seeded plates were maintained in growth rooms under a
16 h photoperiod, a temperature of 25 + 3 °C, and fluorescent white light at 60 pmol m2s™.

After 15 days, the germination rate and post-seminal seed development were evaluated.

2.5.Post-seminal development of Comanthera mucugensis seed

After 15 days of sowing, the phases of post-seminal seed development were observed
in all treatments. The evaluation was performed using a stereoscopic binocular microscope
(Taimin®/TE 18) with a 20x magnification capacity. The criteria established for post-seminal
characterization of C. mucugensis seeds was based on a study with other Comanthera species

(Corredor et al., 2015). Thus, the stages of development were determined as (Fig. 1):

e Phase 0 - Seed

e Phase 1 - Start germination: embryo expansion

e Phase 2 - Development of the first leaf

e Phase 3 - Development of the primary root and the second leaf

e Phase 4 - Final germination: complete expansion of leaves and primary root

2.6.Experimental design and statistical analyses
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The experimental design was randomized, and the results were examined for normality
using the Shapiro-Wilk test. The differences between treatments and control were tested by
Kruskal-Wallis and Dunn's multiple comparison test as a post hoc (p < 0.05). All of the
analyses were performed considering a 5% level of significance, using PAST software
(Hammer et al., 2001).

3. Results
3.1.Effect of heat, aqueous extracts, polysaccharide extracts and k-carrageenan on

the of Comanthera mucugensis

The results showed that the aqueous and polysaccharide extracts seaweed-derived and
K-carrageenan interfere in the germination of C. mucugensis in heat-stressed and non-stressed
seeds (Table 1). The aqueous and polysaccharide extracts of A. subulata and H.
pseudomusciformis in concentration 0.1 mg ml* exhibited a stimulating effect on non-stressed
seeds compared to control (distilled water), increasing the germination frequency by 100%. In
contrast, the high concentration of AGP (10 mg ml?) inhibited germination with the lowest
rate observed (75%). The k-carrageenan at low concentrations (1-0.1 mg ml™?) also promoted

a significant increase in the germination of 100%.

The seeds demonstrated tolerance to heat stress at 40 °C, with 90% germination in
control. The highest rate (100%) was obtained with A. subulata AE at low concentrations (1-
0.1 mg ml?) and its polysaccharide extract at 0.1 mg ml? In addition, the H.
pseudomusciformis PE in low concentration (1-0.1 mg mlI), increased germination by 100%,
while in high concentration (10 mg ml™), it reduced to 73%. Increased germination frequency

was also observed in treatments with low KC concentrations (1-0.1 mg mi?).

The seeds heat-stressed at 45 °C reduced the germination percentage of the response
to 33% in control. The treatments with low concentrations of the aqueous extracts of A.
subulata and H. pseudomusciformis (1 and 0.1 mg ml?, respectively) and with high
concentrations of these polysaccharide extracts and k-carrageenan (10 mg mlt), obtained the
highest germination rates, about 12-33% upper than the control. However, there was a
reduction in the germinated seeds in the treatments with 10 mg mI* HPA, 0.1 mg mI* AGP
and 1 mg mI™* KC compared to control.

The results showed that the seeds of C. mucugensis are less tolerant to the heat of 50

°C, presenting only a germinative response of 13% in the control treatment. The aqueous and
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polysaccharide extracts of A. subulata at a concentration of 10 mg ml™* were efficient in
mitigating heat stress and exhibited a germination rate of 30% and 33%, respectively. The
treatments with a low concentration of HPA (0.1 mg mI%), high concentration of HPP (10 mg
ml?) and KC at 10 and 0.1 mg ml™ concentrations were also able to increase germination

frequency compared to control.
The heat stress at 55 °C completely inhibited germination.

3.2.Effect of heat, aqueous extracts, polysaccharide extracts and k-carrageenan on

post-seminal development of Comanthera mucugensis

The non-stressed seeds grown in distilled water (control) showed a diversified
development pattern covering phases 2, 3 and preferably, phase 4 (Table 2). In addition, the
degree of post-seminal seed development varied according to the seaweed-derived
biostimulants concentration. The treatments with low concentrations (0.1 mg ml?) of A.
subulata AE and AP, H. pseudomusciformis PE and k-carrageenan accelerate the germination
process, in which 100% of the seeds had completed the germination process (phase 4) at the
end of 15 days. In contrast, high concentrations delayed germination, restricting the highest
percentage of seeds to the early stages of development.

The 40 °C stressed seeds grown with 0.1 mg mI*t AGA, 0.1 mg mlI* AGP and 1-0.1
mg ml™* HPA showed a greater degree of post-seminal development, with increased frequency
of phase 4 compared to the control. Treatments with high concentrations of seaweed-derived
biostimulants (AE, PE, KC) had a retardant effect, limiting seed development, preferably in
phases 2 and 3.

The post-seminal development pattern was affected by heat stress at 45 °C and 50 °C, and
germinative processes of phases 3 and 4 were not observed in any of the treatments. Despite
this, the low concentrations of agqueous and polysaccharide extracts and «-carrageenan
allowed the germination progress of the seed stressed at 45 °C until phase 2, differently of
high concentrations and control that restricted development in phase 1. In contrast, the AE
and PE of A. subulata concentrated in 10 mg ml™* were efficient in mitigating heat stress and
promoted further development of stressed seeds at 50 °C while the other treatments

maintained germination only in phase 1.

4. Discussion
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Previous studies demonstrated that constant temperatures above 35 °C inhibit the
germination of several species of Eriocaulaceae (Oliveira and Garcia 2005, 2011), although
Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland and Paepalanthus speciosus Gardner were considered
tolerant to heat treatments of 60-150 °C for 5 min and 35-80 °C for 30 min, respectively (Sa e
Carvalho and Ribeiro 1994; Fichino et al., 2012). In the present study, C. mucugensis seeds
were tolerant to thermal stress up to 50 °C, however, germination decreased from 45 °C and
was inhibited at 55 °C.

Despite having a median heat tolerance, the dispersion of C. mucugensis seeds coincides
with the dry season (August to December) that is marked by the increased occurrence of fires
in Chapada Diamantina (Cerqueira et al., 2008). In addition, reports from the local community
indicate the habit of setting fire in the fields for renewal the populations of this species,
without any scientific basis (Gongalves et al., 2011). Therefore, due to the sensitivity of the
seeds to high temperatures, it is recommended the abandonment of this practice. It should also
be noted that the increase in the global average temperature associated with greater
restrictions in water availability can cause greater loss of viability of C. mucugensis seeds
and, consequently, decrease in recruitment of individuals of the species, aggravating the

extinction risk.

On the other hand, the results obtained suggest that the aqueous and polysaccharide
extracts of seaweeds are efficient in mitigating thermal stress. In low concentrations, they
increased the frequency of germination and stimulated post-seminal development in non-
stressed and stressed seeds at 40 and 45 °C. In high concentrations, they provided thermal
protection to the seeds subjected to high-heat stress (50 °C), exhibiting a higher frequency of
germination and a greater degree of post-seminal development. This suggests that the
mitigating effect of these biostimulants depends on their concentration and the severity of the
stress. This fact agrees with the discussions that one or more phytocomposites present in the
extracts can interact with plant cells at different metabolic levels and that the variability of
their stimulating effects is also associated with the environmental conditions in which the
plant is subjected (Bulgari et al., 2019). For example, it has been reported that high
concentrations of A. subulata aqueous extract (above 1 mg ml™?) acts as an osmotic agent
causing the decrease of germination of C. mucugensis under ideal environmental conditions
(Carmo et al., 2020). The data from the present study demonstrated that 10 mg ml? of the
aqueous and polysaccharide extracts from the same seaweed improved the germination of

seeds subjected to heat stress at 50 °C.



41

The behavior of thermal protection observed at high concentrations of AGA, AGP and KC
was similar to the effect of non-penetrating cryoprotective agents. Those are characterized by
high molecular weight macromolecules, such as mono-, oligo- and polysaccharides, (e.g.
sucrose, mannitol, sorbitol) that stabilize the plasma membrane during the removal of
intracellular water in the cryopreservation process (Panis et al., 2001). This indicates that the
sugars present in the aqueous and polysaccharide extracts were able to maintain the integrity
of the cells in heat-stressed seeds, which allowed the advancement of post-seminal

development.

Although it is not clear yet the mechanism of action of seaweed-derived biostimulants,
several studies suggest that polysaccharides and phytohormones interfere with metabolic
pathways associated with germination and stress. For example, it was suggested that the high
sulfate content present in seaweed polysaccharides was an important factor for improving the
germination and growth of Solanum lycopersicum L. (Mzibra et al., 2018). The data from the
present study confirm that carrageenan polysaccharides (pure and extracted from A. subulata
and H. pseudomusciformis) were important stress mitigators and promoted an increase in the

frequency and development of C. mucugensis germination, similar to extract-induced effects.

Meanwhile, the heat tolerance induced by the seaweed extracts was associated with the
presence of cytokinins in the extracts (Zhang and Ervin 2008). Other studies have reported the
effects of extracts on increasing tolerance to heat stress with improvements associated with
superoxide dismutase activity and photochemical efficiency (Zhang and Ervin 2008), as well
as, cooling tolerance (Rayirath et al., 2009; Nair et al., 2012; Bradacova et al., 2016). In
addition, the seeds perceive environmental signals that affect the metabolism and the different
signaling pathways of gibberellins (GA) and abscisic acid (ABA), the main hormones that
regulate seed dormancy and germination through their antagonistic actions (Garcia et al.,
2014). A recent analysis revealed that high concentrations of Ulva intestinalis L. extract
activate the ABA signaling pathway during Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. germination
(Ghaderiardakani et al., 2019). Despite being associated with inhibition of germination, ABA
confers resistance to abiotic stressors, including heat, and can be useful in mitigating the

harmful effects of heat on seeds affected by fires.

5. Conclusion

The seeds of Comanthera mucugensis have a heat tolerance up to 50 °C, although

there is a decrease in the germination rate from 45 °C. The use of aqueous and polysaccharide
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extracts of Agardhiela subulata at 10 mg ml* was efficient in mitigating the effects of thermal
stress at high temperature, therefore, they can be useful in the recovery of seeds deposited in
the lower layers of the soil affected by fires whose temperature has not exceeded 50 °C. In
non-stress or low-heat stress conditions, low concentrations (1-0.1 mg ml™) of the aqueous
and polysaccharide extracts isolated from A. subulata and Hypnea pseudomusciformis, as well
as and k-carrageenan, are recommended to improve germination. It should be noted that the
sensitivity of C. mucugensis seeds to temperatures above 50 °C should be considered in the
conservation plan for natural populations in Chapada Diamantina and their management with

fire should be avoided.
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Fig. 1 Post-seminal development phases of Comanthera mucugensis seeds.
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S= seed; O= operculum EX= embryo expansion; LP= leaf primordium; FL= first leaf; RP= root primordium;

Ls= leaves; R=root. Bar =1 mm.
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Table 1. Effect of aqueous extract of Agardhiella subulata (AGA) and Hypnea
pseudomusciformis (HPA), of its polysaccharide extracts (AGP and HPP, respectively) and «-
carrageenan (KC) on the germination rate (%) of Comanthera mucugensis seeds non-stressed

and heat-stressed.

Non-stress 40°C 45°C 50°C 55°C
DW (control) 92+0 900 33+3 13+0 0£0
AGA 10 mg mI? 93+3 91+9 40+1 30+£1* 0+0
AGA 1 mg ml?! 91+5 100 £ 0* 50 £ 7* 10+0 00
AGA 0.1 mg ml? 100 + 0* 100 + 0* 35+5 19+0 00
HPA 10 mg ml* 83+6 90+0 17 +1* 12+5 0+0
HPA 1 mg ml? 9%5+2 90+0 29+3 15+5 00
HPA 0.1 mg ml? 100 + 0* 94+0 45 £ 7* 32 £0* 00
AGP 10 mg ml? 75+ 5* 88+0 60 + 11* 33+3* 0+0
AGP 1 mg ml*? 85+1 100 + 0* 27+1 19+9 00
AGP 0.1 mg mlt 100 £ 0* 97 +5 19 + 0* 9+5 00
HPP 10 mg ml*! 9314 73+ 1* 66 + 13* 3B +7* 00
HPP 1 mg ml! 94 +3 100 £+ 0* 29+2 16 +6 00
HPP 0.1 mg ml! 100 + 0* 100 + 0* 37+8 3+0 0+0
KC 10 mg ml? 93+7 90+4 46 £ 0* 29+ 1* 00
KC 1 mg ml? 100 + 0* 100 + 0* 20+ 1% 17+0 0+0
KC 0.1 mg ml? 100 + 0* 100 £ 0* 3517 33+£0* 00

Data correspond to means + SD. Asterisks (*) in column indicate significant difference from control (Kruskal—
Wallis and Dunn's test; p < 0.05).
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Table 2 Effect of aqueous extract of Agardhiella subulata (AGA) and Hypnea pseudomusciformis (HPA), of its polysaccharides extracts (AGP and HPP, respectively) and «-
carrageenan (KC) on post-seminal development of Comanthera mucugensis seeds non-stressed and heat-stressed after 15 days of sowing.

Non-stress 40°C 45°C 50°C

PL P2 P3 P4 PL P2 P3 P4 PL P2 P3 P4 P1L P2 P3 P4
DW (control) 0 8 10 82 0 19 13 68 100 O 0 O 100 O 0 O
AGA10mgmlt 0 100* 0 0* 0 92* 8 0* 100 © 0 o0 66* 34* 0 O
AGA 1 mg mlt 0 0 25 75 0 0 48* 52 50* 50* 0 O 100 O 0 O

AGA0.1mgmlt 0 0 0 100* 0 0 3 97* 48* 52* 0 O 100 O 0 0

HPA10 mgmlt 0 0 25 75 0 10 90* O* 100 O 0 O 100 O 0 0
HPA 1 mg ml? 5 4 16 75 0 0 0 100* 100 O 0 0 100 O 0 0
HPAO.Imgmit 0 0 5 95 0 0 0 100* 97 3 0 0 100 O 0 0
AGP10mgmlt 0 87r* 13 0* 0 15 55* 30* 100 O 0 O 63* 37* 0 O
AGP 1 mg ml! 0 0 0 100* 0 0 19 81 47* 53* 0 O 100 O 0 0
AGP0.1mgmlt 0 0 0 100* 0 0 0 100* 75* 25 0 O 100 O 0 0
HPP10mgmlt 7 55*  38* O 13 69* 16 0* 100 O 0 0 100 O 0 0
HPP 1 mg ml! 0 0 18 82 0 85* 15 0* 8 13 0 O 100 O 0 0
HPPO.1mgmlt 0 0 0 100* 0 0 23 77 71* 29* 0 O 100 O 0 0
KC 10 mg ml! 34* 46 20 O 23* 55 22 O* 100 O 0 0 88 12 0 O
KC 1 mg ml? 0 0 8 92 0 15 85* O0O* 100 O 0 O 100 O 0 0
KC 0.1 mg ml? 0 0 0 100* 0 0 30 70 67 33* 0 O 100 O 0 0

Data indicate percentage of seeds per post-seminal phase. Asterisks (*) in column indicate significant difference from control (Kruskal-Wallis and Dunn's test; p < 0.05). P1=
Phase 1; P2= Phase 2; P3= Phase 3; P4= Phase.
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Water stress and k-carrageenan stimulate in vitro direct organogenesis in
Comanthera mucugensis, an endangered species from the semi-arid region of

Northeastern Brazil
O capitulo sera submetido no periodo Plant Cell, Tissue and Organ Culture
Resumo

Comanthera mucugensis € uma planta ornamental ameacada de extingdo que
encontra-se submetida a déficit hidrico, o que compromete a sobrevivéncia das
populagdes naturais e induz o brotamentos vegetativos como resposta ao estresse. Uma
das principais estratégias para sua conservacao ex situ e propagacdo é a organogénese
direta, processo que ainda necessita ser otimizado. Os polissacarideos derivados de
macroalgas podem ser utilizados para aumentar a tolerancia ao estresse abi6tico e como
suplemento orgénico para 0 meio de cultura. Dessa forma, o presente estudo avaliou o
efeito do estresse hidrico induzido por 30 g L polietilenoglicol (PEG) combinado com
0.1 mg mL*? de k-carragenana (KC) na germinagdo, crescimento e na organogénese
direta de C. mucugensis. Foi observado que a sobrevivéncia e 0s parametros de
crescimentos foram comprometidos nas plantas cultivadas com o osmorregulador, no
entanto, a suplementacdo com a k-carragenana atenuou o efeito nocivo e melhorou a
germinacdo, sobrevivéncia e o crescimento radicular. O tratamento com PEG aumentou
a taxa de responsividade dos explantes para brotos, especialmente, quando combinado
com o bioestimulante. As plantas ndo-estressadas apresentaram maior contetdo de
prolina quando comparadas com as cultivadas com osmorregulador. O estresse
aumentou a sintese de putrescina (Put), espermidina (Spd) e de poliaminas livres totais
(PAs livres totais). Os maiores niveis de Put e PAs livres totais foram observados em
plantas tratadas com PEG e k-carragenana, enquanto, o teor de Spd dobrou na condicéo
estressante, independente da presenca do polissacarideo. Dessa forma, o estresse
induzido por PEG pode ser utilizado como método de propagacdo in vitro em C.
mucugensis. A «k-carragenana tem efeito antiestressante e é (til para aumentar a
biossintese de poliaminas, as quais estdo envolvidas na organogénese e parecem ser

reguladas pelo estresse.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, bioestimulante, polietilenoglicol, prolina, poliaminas.
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Abstract

Comanthera mucugensis is an endangered ornamental plant that is subject to water
deficit, which compromises the survival of natural populations and induces vegetative
shoots in response to stress. One of the main strategies for its ex situ conservation and
propagation is direct organogenesis, a process that still needs optimization. The
seaweed-derived polysaccharides can be used to increase tolerance to abiotic stress and
as an organic supplement to the culture medium. Thus, the present study evaluated the
effect of water stress induced by 30 g L polyethylene glycol (PEG) combined with 0.1
mg mL? k-carrageenan (KC) on germination, growth, and direct organogenesis of C.
mucugensis. It was observed that survival and growth parameters were compromised in
plants grown with the osmoregulator, however, supplementation with k-carrageenan
mitigated the harmful effect and improved germination, survival, and root growth. The
PEG treatment increased the responsiveness rate of the explants to shoots, especially
when combined with the biostimulant. The non-stressed plants presented higher proline
content when compared to those grown with osmoregulator. The stress increased the
synthesis of putrescine (Put), spermidine (Spd) and total free polyamines (total free
PAs). The highest levels of Put and total free PAs were observed in plants treated with
PEG and «-carrageenan, whereas, Spd content doubled in the stressful condition,
independent of the presence of the polysaccharide. Therefore, PEG-induced stress can
be used as a method of in vitro propagation in C. mucugensis. The k-carrageenan has an
anti-stress effect and is useful for increasing the biosynthesis of polyamines, which are

involved in organogenesis and apparently regulated by stress.

Keywords: Eriocaulaceae, biostimulant, polyethylene glycol, proline, polyamines.
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INTRODUCTION

The Chapada Diamantina is one of the greatest centers of plant biodiversity in
Brazil, containing endemic species of the Orchidaceae, Velloziaceae, Cactaceae and
Eriocaulaceae families (Giulietti et al. 2005). However, the climate changes have
modified the phenological characteristics of the plants in this region, compromising the
reproductive cycle and the survival of the populations (Cerqueira et al. 2008; Menezes
et al. 2018, 2021). The prolonged dry periods and recurring fires result in severe water
deficit, which represents a risk of the Chapada Diamantina biodiversity.

The plant tissue culture is one of the main strategies used in ex situ conservation and
propagation of endangered species in the Chapada Diamantina (Borges et al. 2020;
Lima et al. 2021b). The technique has been applied to the cultivation of Comanthera
mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul. (Eriocaulaceae), an endemic and ornamental
species of the region (Lima-Brito et al. 2011b; Brasil 2022). However, because of the
low rate of in vitro propagation, efforts have been made to improve conventional direct

organogenesis protocols (Lima-Brito et al. 2011b; Carmo et al. 2020).

Previous studies have demonstrated that C. mucugensis is sensitive to water deficit
(Nepomuceno et al. 2007; Cerqueira et al. 2008; Lima-Brito et al. 2011a) and, under in
vitro condition, vegetative shoots can be induced as a response to stress (Carmo et al.
2020). Therefore, it was suggested that water stress could be a method of in vitro
multiplication for the species, although there are no specific studies or conclusive data

on the subject.

When exposed to stressful conditions, plants accumulate several of metabolites,
mainly proline (Hayat et al. 2012). This molecule is considered to be an indicator of
environmental stress, and participates in various cellular processes, including
bioenergetics, differentiation, growth, and apoptosis (Liang et al. 2013). In addition,
polyamines, small aliphatic amines common in all plant cells, also play an important
role in morphogenesis, shoot development, somatic embryogenesis, and response to
biotic and abiotic stresses (Silveira et al. 2006; Gupta et al. 2013; Felipe et al. 2019).

The seaweed-derived biostimulants can mitigate the negative effects caused by
abiotic stress on various plants (Battacharyya et al. 2015; Jacomassi et al. 2022) and is

useful as an organic supplement to the culture medium during micropropagation (Carmo
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et al. 2021a). The marine algae have phytohormones, polysaccharides, macro and
micronutrients, amino acids, vitamins, and other compounds that stimulate
morphogenesis in plant tissues (Carmo et al. 2021a). For example, agqueous extracts
obtained from carrageenophyte red macroalgae improved the direct organogenesis of C.
mucugensis (Carmo et al. 2020) whereas, the algal polysaccharide k-carrageenan

increased germination during heat stress in this species (Carmo et al. 2021b).

The species C. mucugensis has been classified as endangered by Brazilian
legislation (Brazil 2022) and remains in a situation of ecological vulnerability. The
understanding of their physiological characteristics under water stress is important for
the development of ways to mitigate the harmful effects, as well as more efficient in
vitro propagation protocols. Therefore, this study evaluated the effect of polyethylene
glycol (PEG)-induced water stress and the biostimulant k-carrageenan on germination,

growth, and direct organogenesis of C. mucugensis.
MATERIAL AND METHODS
Plant material

The C. mucugensis seeds were collected from inflorescences of mature plants from
Mucugé Municipal Park in Chapada Diamantina, Bahia State, Brazil (12°99°21”’S and
41°34°19’W) in October 2021 (SisGen A11E268). In laminar flow cabinet, the seeds
were disinfected in 70% ethyl alcohol for 30 s, followed by immersion for 10 min it a
solution of sodium hypochlorite (2.5% active chloride) (Qboa®) with an added drop of
neutral detergent (Ypé&®), with subsequent rinsing three times in sterile distilled water.

Germination, initial growth, and direct organogenesis

The seeds were sown on standard medium half-strength MS (Murashige and Skoog
1962) (MS¥%2). To simulate water stress in vitro, the MS% medium was supplemented
with polyethylene glycol 6000 (PEG) (Neon®) at different concentrations: 0 g L™ (no
stress) and 30 g L* (stress) and with k-carrageenan (Sigma-Aldrich®) (0 or 0.1 mg mL"
). After 30 days, the germination rate was evaluated. The survival rate, the length of the
aerial part and the largest root were analyzed after 90 days. The number of responsive

plants for shoots and number of shoots per plant were recorded after 180 days.

General cultivation conditions
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In vitro cultures were performed in test tubes (25 x 150 mm), closed with polyvinyl
chloride (PVC) film. In all media 15 g L™ sucrose (Dindmica®) (Lima-Brito et al.
2011b) was added and gelled with 2.5 g L™ Phytagel® (Sigma-Aldrich). The pH was
adjusted between 5.6-5.8 and autoclaved for 15 minutes at 121 °C and 1.0 atm of
pressure. The experiments were then maintained in growth rooms under a 16 hour

photoperiod, a temperature of 25 + 3 °C, and fluorescent white light at 60 pmol m2s™,

Proline content

The determination of proline content was based on the method described by Carillo
and Gibon (2011). Approximately 40 mg of fresh tissue, obtained from 180-day-old
plants, was macerated in liquid nitrogen, and homogenized in 1 mL of 70% ethanol.
Subsequently, 500 pl of this extract was mixed with 1000 pl of the reaction solution
composed of ninhydrin 1% (w/v) in acetic acid 60% (v/v) and ethanol 20% (v/v). The
mixture was incubated at 95 °C for 20 min, centrifuged (1 min, 10000 rpm) and cooled
to room temperature. The supernatant was used for spectrophotometer reading at 520
nm and the absorbances compared to the proline standard curve (0 to 100 pg. mL™)
according to the equation of Carillo and Gibon (2011). The results were expressed in

umol.g™t FW (fresh weight).
Polyamine analysis

The polyamine (PA) determination was performed according to Santa-Catarina et al.
(2006). Samples with approximately 300 mg of fresh mass (FM) of 180-day-old plants
were used. These were ground in 1.6 ml of 5% (v/v) perchloric acid and, after 1 h, the
samples were centrifuged for 20 min at 20,000 xg at 4°C. Free PAs were determined
directly from the supernatant. Conjugated PAs were extracted by hydrolyzing 200 puL of
supernatant with 200 pL of 12 N HCI for 18 h, at 110°C. The samples were dried under
nitrogen and then solubilized in 200 pL of 5% perchloric acid. Free and conjugated PAs
were derived by dansyl chloride and identified by HPLC, using a 5 pm reverse-phase
column (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). The gradient was developed by mixing
increasing proportions of absolute acetronitrile to 10% acetonitrile in water (pH 3.5).
The gradient of absolute acetonitrile was programmed to 65% over the first 10 min,
from 65 to 100% for between 10 min and 13 min, and 100% for between 13 min and 21
min, at 1 ml min flow at 40°C. The PA concentration was determined using a
fluorescence detector at 340 nm (excitation) and 510 nm (emission). Peak areas and
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retention times were measured by comparison with standard PAs: Putrescine (Put),

Spermidine (Spd), Spermine (Spm), and Cadaverine (Cad), and the values expressed in
ug g™ FM.

Experimental design and statistical analyses

The experimental design was randomized with two PEG concentrations and two K-
carrageenan concentrations, totaling four treatments composed of six repetitions with
five samples each. The proline and polyamine content analyzes were performed in
triplicate. The results were examined for normality using the Shapiro-Wilk test. The
parametric data were evaluated using analysis of variance (ANOVA) followed by the
Tukey test, and the nonparametric data were analyzed using the Kruskal-Wallis H test
and by the Mann-Whitney U test. All the analyses were performed considering a 5%

level of significance, using PAST software (Hammer et al. 2001).

RESULTS

Germination, initial growth, and morphogenesis

The results obtained demonstrated that the germination of C. mucugensis decreased
with the presence of 30 g L™t of PEG (Table 1). In the presence of the osmoregulator,
supplementation with «-carrageenan attenuated the effects of stress and increased
germination potential by 9%. After 90 days, the plants grown without stress had 100%
survival, independent of the presence of the biostimulant. Under the water stress
condition, this rate reduced by 30%, however, the k-carrageenan treatment maintained
plant survival at 100%. In addition, a reduction in the growth of the aerial part was also
observed in the media added with PEG, however, supplementation with the
polysaccharide had no effect on the analyzed variable. The root development was

enhanced with the biostimulant in unstressed and stressed plants.

After 180 days, multiplication via direct organogenesis was observed (Fig 1). The
PEG treatment promoted the highest rates of responsive explants for shoots, and its
supplementation with 0.1 mg mL™ of KC increased the response by approximately 54%

compared to the treatment without stress and biostimulant (Table 1).

Proline content
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The results indicated that proline content decreased in PEG and «k-carrageenan
treatments after 180 days of cultivation (Fig 2), with the highest level (1.63 + 0.12)
observed in unstressed and non-biostimulated plants. The presence of the
polysaccharide inhibited the accumulation of the molecule in the conditions without and
with stress, and the lowest value (1.06 + 0.04) was reported in the treatment with 30 g L~
1PEG +0.1 mg mL* KC.

Polyamine analysis

The polyamine analysis demonstrated that drought stress stimulated the synthesis of
putrescine, spermidine and total free PAs in 180-day-old microplants (Table 2). PEG-
associated k-carrageenan doubled the Put content and increased the level of total free
PAs by approximately 1.47x, when compared to the additive-free treatment. The plants
grown under stress exhibited 2x more Spd, independent of the presence of biostimulant.
In the absence of the stressor, k-carrageenan did not interfere with polyamine content.
Spermine and cadaverine levels were not affected by water stress and/or biostimulant.

DISCUSSION

The supplementation of the medium with seaweed-derived biostimulants can
improve the steps of in vitro regeneration, via organogenesis and somatic
embryogenesis (Carmo et al. 2021a). For example, oligocarrageenan increased the
formation of somatic embryos in Brassica oleracea var. italica Plenck (Lemonnier-Le
Penhuizic et al. 2001). In the present study, the presence of the algae polysaccharide
stimulated direct organogenesis and attenuated the effect of water stress on survival,
germination, and rooting of the plants. Another similar study with carrageenophyte
algae showed that the use of Agardhiella subulata extract increased the number of
shoots, while Hypnea pseudomusciformis extract enhanced aerial elongation and rooting

of shoots in C. mucugensis (Carmo et al. 2020).

The increase on in vitro shoots of C. mucugensis may also be associated with the
plant's response to water stress as result of the change in osmotic pressure of the
medium caused by the presence of organic substances (Carmo et al. 2020). PEG 6000 is
one of the osmoregulators commonly used to simulate water deficit during in vitro
cultivation (de Castro et al. 2020). Besides this, it has been reported that the
combination of 30 g L™ sucrose with 15 g L sorbitol is able to induce shoots in 15% of
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the 180-day-old microplants of C. mucugensis, and an mean of 3.18 shoots per explant
(Lima-Brito et al. 2011a). However, the protocol obtained a survival rate of only 20%.
In the present study, the supplementation of the medium with 15 g L™ sucrose and 30 g
L1 PEG presented a 58.82% responsiveness rate in microplants with the same age, an
mean of 2 shoots per explant and maintained the survival rate at 70%. These results can
be improved with the addition of 0.1 mg mL™ of KC, which indicates it is an efficient

protocol for direct organogenesis of C. mucugensis.

According to the phenology of C. mucugensis, the water deficit appears to favor
the reproductive development (Cerqueira et al. 2008). Therefore, the formation of
shoots in vitro as result of stress reproduces a natural behavior of the species in the ex
vitro condition (Lima-Brito et al. 2011a). This plant occurs in litholic, quartz and acid
soils, whose vegetation is composed of species resistant to water stress or with tolerance
to desiccation (Oliveira et al. 2016; Lima et al. 2021a).

The mechanisms of regulation of water stress in plants adapted to environments
with low water availability are still being studied, being common the accumulation of
large amounts of proline in xerophytic species in the natural habitat (Wang et al. 2004).
However, there are indications that this behavior may change according to the ex situ
cultivation condition. For example, in Cactaceae species, such as Mammillaria gracilis,
a decrease in proline was observed on in vitro plants treated with 150 mM and 500mM
mannitol (Balen et al. 2013). Another study demonstrated that organogenic cultures of
forage palm (Opuntia ficus-indica) reduced the content of the metabolite in the explants
after one week under water stress (Radi et al. 2023).

The reduction in proline content was also observed in the present study in
microplants of C. mucugensis grown with PEG and PEG + 0.1 mg mL* KC. However,
previously, the increase of these osmolytes was reported in lemongrass treated with

oligocarrageenan during drought (Singh et al. 2017).

The proteomic analysis of M. gracilis indicated that the mechanisms that mediate
responses to abiotic stress differ with plant tissue type and growing condition, since
proline content can decrease in drought and increase in salinity (Rogi¢ et al. 2015). In
addition, positive regulation of proteins associated with energy function and protein
synthesis and processing has been reported in M. gracilis callus submitted to mannitol

and with low proline content. This indicates that the non-accumulation of proline in
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plants adapted to water deficit may favor protein production, and that the molecule may
have a different protective role. Therefore, proline may not be a good marker for water

stress in C. mucugensis.

Another explanation for the reduced proline content in C. mucugensis plants under
water stress is due to the increased content of polyamines. Both molecules compete for
glutamate and arginine, which may have been diverted, in particular, to the biosynthesis
of putrescine (Majumdar et al. 2016), and stimulated morphogenesis in C. mucugensis.
Previously, it has been reported that Put and total free PAs participate on in vitro shoot
induction and elongation in tree species (Lerin et al. 2019; Pessanha et al. 2022; Aragao
et al. 2023). In the present study, there was a greater accumulation of Spd and Spm in
relation to Put, independent of the cultivation condition and the presence of
biostimulant, in 180-day-old C. mucugensis plants, which characterizes the cell

differentiation phase that determines the development of shoots (Aragéo et al. 2017).

Furthermore, polyamines perform precise functions in water stress tolerance, since
Put accumulation is a key factor in mediating mitigating events, while Spd and Spm
appear have an important role in growth recovery (Peremarti et al. 2009). In Medicago
truncatula, the increase in putrescine and spermidine content was related to the
improvement of physiological parameters in plants under water deficit (Duque et al.
2016), similar to the results of the present study. The contribution of spermine and
cadaverine to stress response, such as cold, salt and drought, has been discussed in the
literature (Jancewicz et al. 2016; Sanchez-Rodriguez et al. 2016), however, the current
data suggest that these amines are not affected by water stress in C. mucugensis. The
same was observed in Arabidopsis (Alcazar et al. 2010) and Datura stramonium
(Peremarti et al. 2009).

The exogenous treatment of plants with polysaccharides appears to favor the
biosynthesis of polyamines. In experiments with the grass Agrostis stolonifera, an
increase in Put, Spd and Spm was demonstrated in leaves treated with chitosan, which
would have contributed to salinity tolerance (Geng et al. 2020). The same
polysaccharide promoted the accumulation of putrescine and spermidine, and was
associated with improved drought resistance in white clover (Trifolium repens) (Li et al.
2017). Another study reported that banana treatment with A-carrageenan stimulated the

expression of the adenosylmethionine synthase gene (SAM-S), responsible for the
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synthesis of one of the precursors of aliphatic amines, S-adenosylmethionine (Thye et
al. 2022). The present results suggest that k-carrageenan is useful in increasing the
biosynthesis of putrescine and total free PAs under water stress condition, improving

direct organogenesis, and attenuating the effects of water stress in C. mucugensis.

CONCLUSION

The results of this study demonstrate that PEG-induced water stress associated with
k-carrageenan favors direct organogenesis in C. mucugensis and can be used as a
method of in vitro propagation. k-carrageenan has an anti-stress effect and is useful in
increasing the biosynthesis of putrescine and total free PAs in osmoregulator-grown
plants. In addition, polyamines are involved in organogenesis and appear to be regulated
by the presence of the stress agent. The proline may not be a good biomarker for water
stress for C. mucugensis. Transcriptomic and enomic studies are suggested for a better

understanding of the physiological events observed here.
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Table 1. Effect of water stress induced with 30 g L™ of polyethylene glycol (PEG) and of k-carrageenan (KC) on survival, germination, growth parameters and direct

organogenesis of Comanthera mucugensis.

Stress Biostimulant Germination Survival Part area length ~ Largest root length  Number of explants with Number of shoots per
(%) (%) (cm) (cm) shoots (%0) explant
No 0 mg mL™! 95+3.2A 100 £ 04 1.3+£0.34 1.3+08 31.25+7.6% 2+1°
siress 0.1mgmL*KC 96+15% 100 £ 04 1.5+044 2.1+0.5% 47.36 + 9.7b¢ 2+0.5°
Stress 0 mg mL™! 81+4.7¢ 70 +£3.8¢ 0.7+0.38 0.6 £0.4° 58.82 +11° 2+0.5°
0.lmgmL*KC 90+1.28 100 £ 04 0.6 £0.28 1.7+06°¢ 85.71+11.62 3.5+0.5%

Data correspond to means + SD.

Uppercase letters do not differ by the Tukey test and lowercase letters do not differ by the Mann-Whitney U test (p < 0.05).

Table 2. Effect of water stress induced with 30 g L™ of polyethylene glycol (PEG) and of k-carrageenan (KC) on polyamines (PAs) content of Comanthera mucugensis. Put=

Putrescine. Spd= Spermidine. Spm= Spermine. Cad= Cadaverine.

Stress Biostimulant Put Spd Spm Cad Total free PAs

No stress 0 mg mL™* 473+062° 145+3B 19.02 +1.28% 5.69+0.93% 43.94+ 1.84¢
0.1mgmL*KC 577+0.04¢ 1751+0.7% 16.97+258* 3.74+0.38" 44+2.23C

Stress 0mg mL? 7.94+0.07% 29.64+1.05" 14.43+263" 4.83+0.18" 56.84 2588
0.1mgmL*KC 9.66+0.144 33.76+0.99" 16.45+4.36" 4.85+1.6" 64.72+4.67~

Values expressed in g g* FM.

Data correspond to means + SD.
Equal letters in the same column do not differ by Tukey's test (p < 0.05).
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Fig. 1 General aspect of Comanthera mucugensis plants grown under water stress and biostimulant after 180
days. A Unstressed and not biostimulated; B Biostimulated with 0.1 mg mL™ of k-carrageenan (KC) ; C Stressed
with 30 g L™ of polyethylene glycol (PEG) and not biostimulated; D Stressed (30 g L'! PEG) and biostimulated
(0.1 mg mL1KC). Arrows indicate buds.
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Fig. 2 Effect of water stress induced with 30 g L™ of polyethylene glycol (PEG) and of biostimulation with 0.1
mg mL of «-carrageenan (KC) on proline content in Comanthera mucugensis. Data correspond to means * SD.
Equal letters do not differ by Tukey's test (p < 0.05).
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Efeitos do picloram e de bioestimulantes derivados de macroalgas na calogénese de

Comanthera mucugensis, uma planta ornamental brasileira ameacada de exting¢éo

Este capitulo sera submetido ao periédico Journal of Applied Phycology

Resumo

A cultura de tecidos € o principal método de propagacdo de Comanthera mucugensis, uma
planta ornamental ameacada de extincdo. No entanto, os dados estdo restritos a organogénese
direta e as informacdes sobre a multiplicacdo via calogénese sdo limitadas. Portanto, este
estudo avaliou o efeito do picloram (PIC) na formacdo de calos, utilizando microplantas de C.
mucugensis como explante. Além disso, a suplementagdo do meio de cultura com o extrato
aquoso (AE) e extrato polissacaridico (PE) obtidos de Hypnea pseudomusciformis, bem como
a x-carragenana comercial (KC) foi testado como método de otimizacdo do protocolo de
calogénese para a espécie. Os resultados demonstraram que o PIC foi capaz de induzir a
formagé&o de calos, sendo a concentragdo 4.14 UM a mais eficaz. A associagdo da auxina com
1 mg mL? de x-carragenana (KC) aumentou a taxa de inducdo de calos, seguido do
tratamento com 4.14 uM PIC + 1 mg mL™ PE. A suplementacio do meio com AE inibiu a
calogénese. A «-carragenana afetou o metabolismo das poliaminas (PA), aumentando a
biossintese de putrescina, espermidina e PAs totais livres e inibindo o acimulo de espermina.
Os calos obtidos nos meios com 4.14 UM PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL! KC apresentaram
proembrides formandos a partir de células com caracteristicas meristematicas provenientes do
interior do caule da microplanta. Esses resultados contribuem para o avan¢o do conhecimento
sobre os efeitos dos bioestimulantes derivados de macroalgas na morfogénese in vitro de C.
mucugensis e estabelecem um protocolo para inducdo de calos com potencial embriogénico

para a espécie.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, Chapada Diamantina, carragenana, extrato de macroalgas,

poliaminas.
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INTRODUCAO

Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul. (Eriocaulaceae) é uma espécie
ornamental endémica da Chapada Diamantina-BA e est4d ameacgada de extin¢do devido ao
intenso extrativismo para o mercado floristico e destruicdo do habitat natural (Giulietti et al.
1988; Brasil 2022). Até 0 momento, ndo foi possivel estabelecer o cultivo ex situ da espécie,
sendo a propagacdo in vitro o principal método para producéo de mudas (Lima et al. 2021).

A propagacao in vitro ocorre a partir de duas rotas morfogenéticas: organogénese ou
embriogénese somaética, as quais podem ocorrer diretamente do explante ou indiretamente via
calogénese (Sugiyama 2015). O calo é resultado da proliferacdo celular desorganizada e
desdiferenciada, do qual originam-se brotos ou embrides somaticos (Fehér 2019).

A calogénese de C. mucugensis esta restrita aos estudos baseados em meios com a
citocinina 6-benzylaminopurine (BAP) combinada com a auxina 1-naphthaleneacetic acid
(NAA), e a utilizacdo de explantes como folha, caule, e microplanta cultivados em
fotoperiodo alternado (Santos et al. 2008; Lima-Brito et al. 2011). As principais vantagens
desse método sdo a alta taxa de producdo de brotos a partir dos calos e a possiblidade de
obtencdo de novos genoétipos resultantes da variacdo somaclonal (Bairu et al. 2011). No
entanto, a baixa responsividade dos explantes para calogénese e a dificil regeneracdo dos
brotos limitam esse tipo de propagacdo em C. mucugensis.

Ha indicios que o picloram (acido 4-amino-3,5,6,tricloro-picolinico) pode ser Gtil para
induzir calos com potencial morfogenético em C. mucugensis (dados ndo publicados). Essa
auxina também foi associada ao desenvolvimento de embriGes somaticos em outras espécies
de plantas (Polesi et al. 2022). Apesar disso, até 0 momento, ndo foram encontrados estudos
publicados sobre embriogénese somatica para as especies do género Comanthera.

Diversos estudos sugeriram a suplementacdo do meio de cultura com bioestimulantes
derivados de macroalgas pois sdo uma fonte alternativa de fitocompostos, como nutrientes,
fitorménios, aminoacidos, vitaminas e metabolitos secundarios, benéficos a plantas e,
portanto, considerados importantes aliados na propagacéo via direta e indireta (Carmo et al.
2021a). Por exemplo, em Brassica oleracea var. italica Plenck, as oligo-carragenanas foram
capazes de melhorar a embriogénese somatica (Lemonnier-Le Penhuizic et al. 2001). Além
disso, o0s extratos aquosos das algas carragendfitas Agardhiella subulata (C.Agardh) Kraft &
M.J.Wynne e Hypnea pseudomusciformis Nauer, Cassano & M.C. Oliveira estimularam a
organogénese direta em C. mucugensis (Carmo et al. 2020), embora seus efeitos ndo tenham

sido investigados na calogénese.
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A modulacdo da morfogénese in vitro € um processo complexo que envolve a
interacdo de vérios fatores bioquimicos e moleculares, incluindo o metabolismo das
poliaminas (PA) (Santa-Catarina et al. 2007). Nas plantas, as aminas mais comuns sdo a
putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm). Essas possuem uma via biossintética
comum a partir da descarboxilagdo de ornitina ou arginina para formacdo de Put, que é
aminopropilado para producdo de Spd e Spm (Kusano et al. 2008). A amina cadaverina (Cad)
pode ser encontrada em algumas espécies e se origina da descarboxilacdo da lisina pela acéo
da lisina descarboxilase (Tomar et al. 2013). As mudancas no perfil de poliaminas endogenas,
especialmente no conteido de Spm, podem ser importantes para a aquisicdo de competéncia
embriogénica e maturacdo somatica do embrido em calos embriogénicos (Reis et al. 2016)

A analise histoldgica também € um passo importante nos estudos morfogenéticos in
vitro pois fornece informacdes sobre a ontogénese e 0s processos de diferenciacdo celular. O
desenvolvimento do embrido somatico pode ser iniciado tanto a partir de células sométicas
diferenciadas quanto de células-tronco semelhantes a periciclos, e pode seguir a via direta ou
indireta (Yumbla-Orbes et al. 2017). O processo pode ter origem unicelular pela inducéo de
células totipotentes Unicas (semelhantes ao zigoto) ou multicelular pela organizacéo de células
pluripotentes (Fehér 2019).

Devido as limitagcGes da propagacdo indireta de C. mucugensis, este estudo avaliou a
eficacia do picloram na inducdo de calos com potencial embriogénico e a aplicagdo de
bioestimulantes derivados de macroalgas como método de otimizacdo do protocolo de

calogénese para a espécie.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As plantas-matrizes de C. mucugensis foram obtidas da Colecdo de Plantas Ornamentais
da Chapada Diamantina, mantida no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) da
Universidade Estadual de Feira de Santana (SisGen A11E268).

Dessa forma, as microplantas de C. mucugensis, com aproximadamente 1-2 cm de
comprimento, previamente obtidas por organogénese direta em meio livre de reguladores de

crescimento, foram usadas como explantes para indugéo de calos neste estudo.
Preparacéao dos bioestimulantes derivados de macroalgas

Os extratos testados foram derivados da macroalga vermelha Hypnea
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pseudomusciformis, uma espécie produtora de carragenana. Essa foi coletada na Praia da
Penha - llha de Itaparica, Estado da Bahia, Brasil, em outubro de 2019, e lavada em &gua
corrente para remover particulas de areia, epifitas e excesso de sal. Em seguida, a amostra foi
seca por 7 dias a 40 °C e pulverizada em um moinho do tipo Willye (Tecnal®) (Carmo et al.
2020). O material pulverizado foi armazenado em sacos hermeticamente fechados em um

local seco.

Os extratos aquosos (AE) e os extratos de polissacarideos (PE) foram preparados de
acordo com Carmo et al. (2021b). O AE foi obtido a partir da imersao de 50 gramas de po de
alga em 500 mL de agua destilada estéril a uma temperatura de 50 °C durante 1 hora. O
extrato resultante foi submetido a uma filtragem através de quatro camadas de tecido de
musselina, seguida pela desidratacdo da fase liquida a 40 °C em estufa até alcancar um peso

constante.

Os procedimentos iniciais de preparacdo de PE e AE foram idénticos. Apds a extragao
em agua quente e a filtracdo do extrato aquoso, 0s polissacarideos foram precipitados com trés
volumes de etanol puro, mantendo-se por 48 horas a -4 °C. Os componentes precipitados
foram recuperados por meio de filtracdo através de quatro camadas de tecido de musselina, e
o material retido no tecido foi desidratado a 40 °C em estufa até atingir um massa constante.

A x-carragenana (KC) foi obtida da Sigma-Aldrich® (cod. 22048). Os bioestimulantes
AE, PE e KC foram armazenados a 4 °C até o uso.

Efeito do picloram na inducéo de calos

Para a indugédo de calos, as microplantas de C. mucugensis (~ 1-2 cm) foram inoculadas
em meio Murashige e Skoog (Murashige e Skoog 1962) com metade da concentragdo salina
(MSY2) e diferentes concentragdes (0; 2; 4.14; 8.28; 16.56 e 33.12 pM) de acido 4-amino-
3,5,6,tricloro-picolinico (picloram). Apos a transferéncia para 0 meio de cultura, os explantes
foram mantidos no escuro na temperatura de 25 + 3 °C. Apds 90 dias, a taxa de explantes

responsivos para calo foi registrada.

Efeito de bioestimulantes derivados de macroalgas na indugéo de calos

As microplantas de C. mucugensis (~ 1-2 cm) foram cultivadas em meio MSY% na
auséncia ou com 4.14 uM de picloram, ambas combinadas com os bioestimulantes AE, PE,

KC nas concentracdes de 0.1 ou 1 mg mL™. Os meios isentos de bioestimulantes, com e sem
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4.14 puM de picloram, foram considerados como controles. As culturas foram mantidas no
escuro na temperatura de 25 £ 3 °C. Apos 90 dias, a taxa de explantes responsivos e a massa

seca do calo foram registrados.

Condic0es gerais de cultivo

As culturas in vitro foram realizadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm), fechados com
filme policloreto de vinil (PVC). Em todos os meios foram adicionados 15 g L™ de sacarose
(Lima-Brito et al. 2011) e gelificados com 2.5 g L™ Phytagel® (Sigma-Aldrich). Em seguida,
0 pH foi ajustado entre 5.6 e 5.8 e autoclavado por 15 minutos a 121 °C e 1.0 atm de presséo.

Anélise de poliaminas

Foram analisados os calos obtidos em meio com 4.14 uM PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL"
1 KC, ambos com 90 dias de idade. A determinacdo das poliaminas (PAs) foi realizada de
acordo com Santa-Catarina et al. (2006). Foram utilizadas amostras com aproximadamente
300 mg de massa fresca (FM) de calos com 180 dias de idade. Essas foram trituradas em 1.6
mL de &cido perclorico a 5% (v/v) e, apdés 1 hora, foram centrifugadas por 20 minutos a
20,000 xg a 4°C. As PAs livres foram determinadas diretamente do sobrenadante. As PAs
conjugadas foram extraidas por hidrolise a partir de 200 pL do sobrenadante com 200 pL de
HCI 12 N por 18 h, a 110°C. As amostras foram secas sob nitrogénio e, em seguida,
solubilizadas em 200 pL de acido perclorico a 5%. As PAs livres e conjugadas foram
derivatizadas com cloreto de dansila e identificadas por HPLC, usando uma coluna de fase
reversa de 5 um (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). O gradiente foi desenvolvido pela mistura
de proporcdes crescentes de acetronitrila absoluta a 10% de acetonitrila em agua (pH 3.5). O
gradiente de acetonitrila absoluta foi programado para 65% nos primeiros 10 minutos, de 65 a
100% entre 10 e 13 minutos, e 100% entre 13 e 21 minutos, com fluxo de 1 mL min™ a 40 °C.
A concentracdo de PA foi determinada usando um detector de fluorescéncia a 340 nm
(excitagdo) e 510 nm (emissdo). As areas de pico e 0s tempos de retencdo foram medidos por
comparacdo com PAs padrfes: Putrescina (Put), Espermidina (Spd), Espermina (Spm) e

Cadaverina (Cad), e os valores expressos em pg g FM.
Desenho experimental e analises estatisticas

O experimento com picloram consistiu em seis tratamentos (concentracfes do

regulador) compostos por seis repeticdes e cinco explantes por tratamento. Para analisar o
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efeito dos bioestimulantes, foram conduzidos experimentos com e sem picloram, 0s quais
foram constituidos de sete tratamentos distintos: o controle (sem suplementacdo) e o0s
bioestimulantes AE-HP, PE-HP, KC, cada um em duas concentracdes distintas. Cada
tratamento foi repetido seis vezes, com cinco explantes em cada repeticdo. A anédlise de
poliaminas foi realizada em triplicata. O delineamento experimental para todos os
experimentos foi inteiramente casualizado. Todos os resultados foram examinados quanto a
normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk, seguido pela anélise de variancia (ANOVA)
com o teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas considerando um nivel de

significancia de 5%, usando o software PAST (Hammer et al. 2001).
Analise morfohistoldgica

A caracterizacdo morfoldgica dos calos foi realizada com auxilio do estereomicroscopio
Leica® EZ4. Para analise histoldgica, foram utilizados calos obtidos dos tratamentos com 4.14
UM PIC € 4.14 uM PIC + 1 mg mL KC nos periodos de 30, 60 e 90 dias de cultivo in vitro,
além daqueles oriundos do meio isento de regulador e acrescido de 1 mg mL?* KC com 90
dias de idade. A amostra fresca foi submetida a desidratagdo em série ascendente de alcool
(30, 50, 70, 90 e 100%) por 2h em cada concentracdo. Apos a desidratacdo, o material foi
infiltrado em solucdo de historesina-etanol (1: 1) por 12 horas, seguida de inclusdo em
historesina pura (Leica Microsystems®) por 24h. As amostras foram emblocadas em resina,
seccionadas longitudinalmente em micrétomo rotativo (Leica® RM2125 RTS), com 6-8 pm, e
coradas com Azul de Toluidina (1,0%) (O’Brien et al. 1964). Os cortes histolégicos foram
montados em l&minas e observados com &gua em microscopio Otico Olympus BX45
(Olympus®, Tokyo, Japan) equipado com uma camera digital Q-lmaging MicroPublisher 5.0
RTV (Q-Imaging®, Surrey, Canada).

RESULTADOS
Efeito do picloram na inducgéo de calos

Os resultados demonstraram efeito significativo do picloram para calogénese de C.
mucugensis, uma vez que, ndo houve formacdo de calos na auséncia do regulador e uma
resposta incipiente foi observada na presenca de 2 uM (Fig 1). As concentragdes 4.14 e 8.28
MM apresentaram as maiores taxas de explantes responsivos. O aumento da concentracéo de
picloram no meio inibiu a calogénese. N&o foi observada oxidagdo dos explantes durante os
90 dias de cultivo in vitro.
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Efeito de bioestimulantes derivados de macroalgas na inducgéo de calos

Nos tratamentos isentos de picloram, a formacdo de calos apenas foi observada no meio
de cultura suplementado com 1 mg mL* de x-carragenana (Tabela. 1). Na presenca de 4.14
UM do regulador, a suplementacdo do meio com 1 mg mL™* KC estimulou a calogénese e
apresentou a maior taxa de explantes responsivos, seguido do tratamento com 1 mg mL* do
extrato polissacarideo de H. pseudomusciformis, quando comparado com a média obtida no
tratamento apenas com picloram (Tabela 1).

A suplementacdo com 1mg mL? do extrato aquoso H. pseudomusciformis inibiu a
formagéo de calo, mesmo na presenca do picloram (Tabela 1). A inibigéo foi atenuada com a
reducdo da concentragdo para 0.1 mg mL?, embora ainda tenha apresentado a menor taxa de
explantes responsivos. Os meios com 4.14 uM PIC acrescidos com 0.1 mg mL™* de PE-HP ou
de KC nédo aprimoraram a calogénese em comparacdo com tratamento utilizando apenas

regulador.

Além disso, os calos obtidos nos meios com 4.14 uM PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL™*
KC apresentaram os maiores valores de massa seca (Tabela 2). Os tratamentos com o extrato
aquoso e o polissacaridico de H. pseudomusciformis, ambos combinados com picloram, bem

como, com 1 mg mL* KC isento do regulador, apresentaram reducéo na variavel analisada.
Analise de poliaminas

O contetdo de poliaminas foi afetado pela presenca da k-carragenana (Fig. 2). Foi
observado que os calos com 90 dias de idade obtidos em meio com 4.14 uM PIC + 1 mg mL?
KC apresentaram os maiores niveis de Put e Spd, em comparac¢do ao tratamento apenas com
picloram. O maior acumulo de Spm foi encontrado no meio com 4.14 uM PIC sem o
polissacarideo. O teor de Cad ndo diferiu entre os tratamentos. Além disso, a suplementacédo
com o bioestimulante resultou no maior acimulo de PAs totais e da razdo Put/(Spd+Spm)
devido a maior biossintese de Put e inibigdo da Spm.

Dentre as poliaminas, o tratamento apenas com o picloram resultou em um maior acumulo
de Spm (33.63 pg g1), seguido de Spd (21.95 pg g ), Put (12.7 pug g2) e Cad (6.02 pug g ). A
suplementagdo do meio com «k-carragenana estimulou a sintese de Spd (31.33 pg g?),

manteve a proporcao entre Put (21.67 pg g*) e Spm (21.66 pg g) e um menor teor de Cad
(5.43 ug g*).
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Anélise morfohistoldgica

As caracteristicas morfoldgicas dos calos formados em meios acrescidos de picloram séo
semelhantes as obtidas nos tratamentos suplementados com os bioestimulantes. A formagéo
dos calos iniciou-se na regido basal do caule, expandindo-se em torno do eixo central do
explante (Fig. 3A-C). Inicialmente, apresentaram textura fridvel e uma coloracéo
esbranquicada translicida, constituido por estruturas globulares que se desprendiam
facilmente do explante. Ao final de 90 dias de cultivo, foram observadas algumas regides
amareladas nos calos (Fig 4C). Nao foi registrada oxidacdo dos explantes durante os

experimentos.

As observacdes histologicas realizadas ap6s 30 dias de cultivo mostraram que o
desenvolvimento caloso, nos tratamentos com 4.14 uM PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL* KC,
é composto por células ndo meristematicas, grandes, vacuoladas e desorganizadas e por areas
de proliferacdo formadas a partir de intensas divisfes celulares na regido interna do caule do
explante, proxima a regido dos feixes vasculares e gemas axilares (Fig. 4A). A zona de
proliferacdo era composta por células com caracteristicas meristematicas, incluindo tamanho

pequeno, forma isodiamétrica, nucleos grandes e nucléolos (Fig. 4B-C).

Nos calos com 60 dias de idade, as células meristematicas foram encontradas,
principalmente, na superficie dos calos, apresentando dois padrdes de organizacdo celular: 1-
células frouxamente conectadas e dispersas (Fig. 5A); e 2- células fortemente conectadas com
intensa divisdo, formando clusters embriogénicos (Fig. 5B). Além disso, observou-se células
ndo meristematicas com espacos intercelulares e sistema celular desorganizado. A sequéncia
de eventos histoldgicos nesse mesmo periodo demostrou a evolucdo da organizacéo celular
(Fig. 5C-D) e a formacéo de estruturas globulares delimitadas por células seriadas semelhante
ao proembrido, sendo comum nos tratamentos com 4.14 uM PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL*
KC (Fig. 5E).

Os cortes obtidos de calos com 90 dias de idade induzidos pelos tratamentos com 4.14 uM
PIC e 4.14 uM PIC + 1 mg mL* KC evidenciaram o alongamento dos proembrides (Fig. 6A).
Além disso, verificou-se a histodiferenciacao inicial de elementos de vasos nos proembrides,
tipico de protoxilema, com deposicéo helicoidal de polissacarideo na parede celular (Fig. 6B-
D). Os calos formados a partir do tratamento com 1 mg mL™* KC e isento de regulador, com

90 dias de idade, ndo apresentaram células meristematicas.
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DISCUSSAO

Diversos estudos atestaram a eficiéncia do picloram para inducéo de calos organogénicos
e embriogénicos em muitas espécies de plantas (Hagen et al. 1990; Polesi et al. 2022; de
Mello et al. 2023). Quando comparado com outras auxinas, essa possui desempenho igual ou
superior na inducdo de calogénese, e tende a ser mais eficaz em baixas quantidades em
plantas herbaceas (Colins et al. 1978; Vinoth et al. 2014a). Por exemplo, na cultura de Lilium
martago Linnaeus, foram testadas as concentragdes entre 0.5-25 pM PIC e o tratamento com
5 UM foi o0 mais efetivo na formacéo de calos embriogénicos (Magdalena and Bach 2005). No
presente estudo, a presenca de 4.14 uM PIC foi o mais indicado, uma vez que, com 0 USO
acima de 8.28 UM houve inibicdo da calogénese e oxidacdo dos explantes. Além disso, a
utilizacdo da microplanta de C. mucugensis como explante foi vantajosa, pois ndo foi
necessario seccionar o tecido vegetal, o que ocasionaria injdria e a producdo de fendis,

resultando, possivelmente, em maior oxidacao e inviabilidade dos calos.

O picloram foi relacionado a sinalizacdo de fitohormonios, como auxina e acido abscisico
(ABA), e como componente gerador de estresse, sendo esses importantes fatores relacionados
a aquisicdo da competéncia embriogénica (Chen et al. 2019). Em Lycopersicon esculentum
Mill., a combinacdo desse regulador com os extratos das macroalgas Caulerpa scalpelliformis
(R.Brown ex Turner) C.Agardh e Gracilaria corticata (J.Agardh) J.Agardh melhorou a
inducdo e o desenvolvimento dos embrides somaticos (Vinoth et al. 2014a). Além disso, foi
sugerido que a presenca comprovada de &cido indol-3-butirico (AIB) nesses compostos

algaceos influenciou, positivamente, a embriogénese somatica.

Foi comprovado que os extratos de macroalgas sdo compostos por substancias de
crescimento que possuem atividade semelhante a auxina e a citocinina, e que também sao
capazes de aumentar os niveis enddgenos de ABA nas plantas (Stirk and Van Staden 1996;
Yokoya et al. 2010; Wally et al. 2013). J& os polissacarideos derivados, como oligo-
carragenanas, podem atenuar o estresse abidtico, principalmente, atraves da regulacdo de
enzimas antioxidades (Singh et al. 2017; Thye et al. 2022), além de induzir a sintese de acido
indol-3-acético (IAA) e da giberelina GA; (Saucedo et al. 2015) E plausivel que
bioestimulantes derivados de macroalgas podem contribuir, significativamente, para melhoria
das etapas da embriogénese somatica, porém ndo ha evidéncias de que sdo unicamente
capazes de induzir a competéncia embriogénica nas células vegetais, sendo necessario a

combinagdo com reguladores de crescimento.
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No presente estudo, a suplementacdo do meio com polissacarideos de macroalgas e
picloram aprimorou a calogénese em C. mucugensis, enquanto, com 0 extrato aquoso a inibiu.
Anteriormente, a carragenana obtida do extrato polissacaridico de H. pseudomusciformis e a
isolada comercialmente mitigaram o estresse térmico e melhoraram a germinacdo de C.

mucugensis (Carmo et al. 2021b).

Os fitocompostos presentes nos extratos de macroalgas podem interagir com as células
vegetais em diferentes rotas metabodlicos e a variabilidade dos seus efeitos estimulantes
também estdo associados com a concentracdo e o tipo de cultivo (Bulgari et al. 2019; Carmo
et al. 2021a). Dessa forma, o extrato aquoso e polissacaridico, ainda que obtidos da mesma
macroalga, podem promover efeitos diferenciados pois o processo de extracdo restringe e
altera as concentragdes de determinados compostos. Além disso, alguns estudos sugerem que
a despolimerizacdo das moléculas é importante para torna-las bioativas (Saucedo et al. 2015;
Singh et al. 2017). No entanto, foi reportado que a utilizagdo da A-carragenana nao
despolimerizada aumentou o crescimento de bananeiras cultivadas em casa de vegetacdo
(Thye et al. 2022). Os resultados dos experimentos realizados com C. mucugensis indicam
que os compostos algaceos nao despolimerizados sdo eficientes para promover a melhoria do
cultivo in vitro (Carmo et al. 2020, 2021b), embora tais efeitos possam ser aprimorados com a

degradacéo dos polimeros em estudos futuros.

Na cultura de tecido vegetais, uma das principais vantagens sugeridas ao uso de
bioestimulantes derivados de macroalgas € a possibilidade de otimizar os efeitos dos
reguladores de crescimento e em parte, suprimi-los total ou parcialmente, com consequente
diminuicdo dos custos da cultura (Carmo et al. 2021a). Na embriogénese somatica de
Gloriosa superba Linnaeus, a combinacdo dos horménios sintéticos com 20% do extrato de
Ulva lactuca Linnaeus aumentou a taxa de inducédo de calos embriogénicos em 32%, duplicou
a numero de embrides maduros e elevou em 31,5% a taxa de embrides germinados
(Mahendran et al. 2018). No presente estudo, a taxa de explantes responsivos para calos foi
aprimorada em meios suplementados com carragenana e extrato polissacaridico de H.

pseudomusciformis, ambos na concentragéo de 1 mg mL™ e na presenca de 4.14 uM PIC.

Os bioestimulantes derivados de macroalgas podem afetar a sintese hormonal nas
plantas e ter um papel importante na sinalizacdo de moléculas envolvidas na embriogénese
somatica (Wally et al. 2013; Vinoth et al. 2014b), como as poliaminas que sdo consideradas

marcadores da morfogénese in vitro (Santa-Catarina et al. 2007). A amina putrescina foi
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associada ao estimulo da diviséo celular, especialmente, atuando como um sinalizador para
promover a transi¢do da fase G1 para a fase S durante a replicagdo do DNA (Vuosku et al.
2012; Weiger and Hermann 2014). Por outro lado, a espermidina e a espermina parecem estar
mais envolvidas na maturacdo celular. Elas sdo geralmente encontradas em maiores
quantidades em células mais maduras ou diferenciadas, em comparagdo com células em
estado proliferativo ativo (Vuosku et al. 2012; Weiger and Hermann 2014). O papel da
cadeverina na morfogénese in vitro ainda € discutido na literatura, porém, os dados apontam
que essa possui funcdo semelhante a putrescina e também estaria envolvida na diferenciacao

durante o crescimento da planta (Tomar et al. 2013).

Anteriormente, foi reportado que a A-carragenana estimulou a expressdo do gene
adenosylmethionine synthase (SAM-S), responsavel pela sintese de um dos percursores das
aminas alifaticas, o S-adenosylmethionine (Thye et al. 2022). No presente estudo, verificou-se
que a presenca da k-carragenana foi responsavel pelo aumento dos niveis de Put, Spd, PAs
totais livres e a razdo Put/(Spd+Spm), e, reducdo do teor de Spm nos calos com 90 dias de
idade, promovendo, assim a divisdo celular, e consequentemente, uma maior resposta de
inducdo para calos. Além disso, a maior concentracdo de Spd em relacdo a Put observada
pode indicar a diminuicdo do crescimento proliferativo e preparacdo para diferenciacéo
celular. Outro estudo reportou que as oligo-carragenanas atuam como moléculas sinalizadoras
e aumentam a inducdo da embriogénese de micrésporos em Brassica oleracea var. italica,
porém, ndo possuem efeito na maturacdo dos embrides (Lemonnier-Le Penhuizic et al. 2001).
Portanto, é possivel que o cultivo dos calos em meio suplementado com o polissacarideo
dificulte a evolucdo morfogenética dos embribes, porém, pode ser atil para induzir a

proliferacéo celular e manter a competéncia embriogénica das células.

O desenvolvimento do embrido somatico pode ser iniciado a partir de células-tronco
semelhantes a periciclo que retém a capacidade de divisdo celular durante a formacéo da raiz,
como relatada para Eustoma grandiflorum (Yumbla-Orbes et al. 2017), e pode progredir por
via direta ou indireta (Fehér 2019). Durante a embriogénese somatica indireta, ocorre a
reorganizacdo das células com caracteristicas meristematicas na superficie do calo devido a
atividade de proteinas transportadoras da familia PIN que acumulam auxinas em células
periféricas (Fehér 2019). Os resultados histologicos do presente estudo demonstraram que as
células com caracteristicas meristematicas foram formadas no interior do caule da microplanta

(Fig. 4A), seguido do agrupamento destas células, e desenvolvimento de massas
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proembriogénicas (Fig. 5). Nesse contexto, a origem dos proembrides foi interpretada como

multicelular.

No entanto, para promover uma melhor compreenséo da fidelidade e da qualidade da
evolucdo da embriogénese somatica em C. mucugensis, € necessario realizar a sua
comparacdo com perfil histologico dos embrides zigoticos, além de completar o processo de
maturacdo e germinagdo dos embrides somaticos. A auséncia de informagbes na literatura
sobre a embriologia para o género Comanthera limitou as interpretacbes sobre o
desenvolvimento embrionario no presente estudo. Apesar disso, as poucas informacgdes sobre
a embriogénese zigotica para outras espécies da familia Eriocaulaceae reportam que a
multiplicacdo celular embrionaria é do tipo asteroide e os embrides sdo indiferenciados,

campanulados e ndo apresentam suspensor (Scatena and Bouman 2001; Coan et al. 2012).
CONCLUSAO

Os resultados presentes contribuem para 0 avanco dos estudos sobre a calogénese em
C. mucugensis e estabelecem o protocolo para inducéo de calos com potencial embriogénico.
A utilizacdo de 4.14 uM de picloram em associacdo com 1 mg mL* de k-carragenana é
indicado como o melhor tratamento para inducdo de calos. O polissacarideo afeta o
metabolismo das poliaminas, aumentando a biossintese de Put, Spd e PAs totais livres e
inibindo o acimulo de Spm. Os calos sdo formados por células com caracteristicas
meristematicas originadas no interior do caule da microplanta, que organizam-se formando
proembrides localizados na superficie da massa calosa. Novos estudos sdo necessarios para
uma melhor compreensdo da embriogénese somatica em C. mucugensis e para obtencdo do

protocolo de regeneracdo dos brotos via indireta.
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Tabela 1. Efeito de extratos aquosos (AE-HP) e polissacaridicos (PE-HP) de macroalgas e k-
carragenana (KC) combinados com picloram (PIC) na taxa de resposta de calos de explantes

(%) de Comanthera mucugensis.

Responsive explants rate (%)

Biostimulants OuMPIC 414 uMPIC
0 0+0P 37.5+09¢
1mgmLtAE-HP 0+0° 0+0°
1mgmLtPE-HP  0+0° 56.6 + 1.8°

1 mg mL!KC 355+ 3 73+5.1°
0.1mgmL!AE-HP 0=x0QP 4%1°
0.1mgmL1PE-HP 0x0° 28.1 + 5.6¢
0.1 mgmL1KC 0+0P 25.9 + 4.3¢

Data correspond to means + SD.

Equal letters in the same column do not differ by Tukey's test (p < 0.05).

Tabela 2. Efeito de extrato aquoso (AE-HP) e polissacaridico (PE-HP) de Hypnea
pseudomusciformis e k-carragenana (KC) combinados com picloram (PIC) na massa seca dos

calos de Comanthera mucugensis.

Picloram Bioestimulantas Massa seca (mg)
0 1 mg mL1KC 33+04°
414pM 0 57 +0.12

1 mg mL! PE-HP 47 +0.3°

1 mg mL*KC 55+ 0.3?

0.1 mgmL*AE-HP 10+0¢
0.1mgmL*PE-HP 30%0.2¢
0.1 mg mLtKC 32+0.1°

Os dados correspondem as médias + desvio padréo.

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).



83

45 ¢
40 | A
35 |
30 |

20

F B
k I
10; C
5 F D )
R -
ok — - : : — .

ouM 2 uM 414 M 828 pM 16.56 UM 33.12 uM
Picloram concentrations

Callus responsive explants rate %

Fig. 1 Efeito de diferentes concentragdes de picloram na taxa de explantes responsivos para
calos (%) em Comanthera mucugensis. Os dados correspondem as médias + desvio padréo.

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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(Spd); C Espermina (Spm); D Cadaverina (Cad); E PAs livres totais; F Razdo [Put/(Spd+
Spm)]. Os dados correspondem as médias + desvio padrdo. Letras iguais ndao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Fig. 3 Aspectos morfoldgicos e crescimento dos calos de Comanthera mucugensis a partir do

explante (microplanta). A Apos 30 dias de cultivo; B 60 dias de cultivo; C 90 dias de cultivo.



calo apos 30 dias de cultivo. Destaca-se a area de proliferacdo celular que se origina a partir

da regido interna do caule da microplanta; B-C Agrupamento de células meristematicas.
Células do explante (Ex). Células do calo (CI). Células meristeméticas (MC). Células néo-
meristematicas (NMC). Seta indica nicleo da célula meristematica com nucléolo

proeminente.
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Fig. 5 Padrdes de organizagdo celular nos calos de Comanthera mucugensis apés 60 dias de
cultivo. A Células frouxamente conectadas e dispersas; B Células fortemente conectadas com
intensa divisdo, formando clusters embriogénicos; C-E Agrupamento das células

meristematicas formando estruturas globulares (proembrides).
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Fig. 6 Diferenciacdo das células proembrionarias localizadas na superficie do calo apds 90
dias de cultivo. A Alongamento dos proembrides. B-D Formacdo dos elementos de vasos,
tipico de protoxilema, com deposicdo helicoidal de polissacarideo na parede celular indicado

por seta.
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Resumo

A multiplicacdo in vitro é o principal método para producdo de mudas de Comanthera
mucugensis, uma planta ornamental ameagada de extingdo. A técnica consiste no cultivo de
tecidos vegetais, sob condi¢cbes assepticas, em ambiente controlado e uso de meio de cultura
adequado. As caracteristicas fisicas do meio sdo, principalmente, determinadas pela presenca
de um agente gelificante. O agar é a substancia mais utilizado no cultivo in vitro de C.
mucugensis, porém, é um dos componentes de maior custo para fabricacdo do meio. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da x-carragenana como agente gelificante
alternativo na propagacdo de C. mucugensis. As sementes e os explantes caulinares foram
cultivados em meios gelificados com &gar ou k-carragenana, ambos na concentragdo de 7 g L
1 Os resultados demonstraram que as plantas estabelecidas em meio com «k-carragenana
apresentam maior comprimento e induziram a formacdo de brotos. A organogénese direta
também foi aprimorada com o uso desse gelificante. Em comparagdo, o agar apresentou a
menor taxa de regeneracdo direta e 0 menor nimero de brotos. Além disso, a gelificagdo com
a k-carragenana foi eficiente em promover alta frequéncia de calogénese, bem como, a maior

regeneracdo dos calos e numero de brotos por calo. O enraizamento ndo foi afetado pelo tipo


mailto:wallace@uefs.br
https://doi.org/10.1590/1678-4324-2023230191

91

de gelificante. A substituicdo do &gar pela k-carragenana pode significar uma reducdo de
23.9% no custo de fabricagdo do meio de cultura para propagacao in vitro de C. mucugensis.

Palavras-chave: germinacdo; organogénese; calogénese; agar.
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Abstract

In vitro multiplication is the main method for seedling production of Comanthera
mucugensis, an endangered ornamental plant. The technique consists of cultivating plant
tissues under aseptic conditions, controlled environment, and using appropriate culture
medium. The physical characteristics of the medium are mainly determined by the presence of
a gelling agent. Agar is the most used substance on the in vitro cultivation of C. mucugensis,
however, it is one of the most costly components to manufacture the medium. The objective
of the present study was to evaluate the effect of k-carrageenan as an alternative gelling agent
in the propagation of C. mucugensis. The seeds and stem explants were cultured on medium
gelled with agar or k-carrageenan, both at 7 g L™ concentration. The results indicated that the
plants established in medium with k-carrageenan presented an increase in length and induced
formation of shoots. Direct organogenesis was also improved with the use of this gelling
agent. In comparison, agar culture presented the lowest rate of direct regeneration and the
lowest number of shoots. In addition, gelation with k-carrageenan was efficient in increasing
the frequency of callogenesis, as well as, the highest callus regeneration and number of shoots
per callus. Rooting was not affected by the type of gelling agent. The substitution of agar for
K-carrageenan can represent a reduction of 23.2% in the cost of manufacturing the culture

medium for in vitro propagation of C. mucugensis.

Keywords: germination; organogenesis; callogenesis; agar.
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INTRODUCTION

Comanthera mucugensis (Giul.) L. R. Parra & Giul. (Eriocaulaceae) is a species of
"everlasting flowers" endemic to the Chapada Diamantina - Bahia, with high commercial
value for ornamental use. This plant has been overexploited since the 1970s, causing the
reduction of natural populations and consequent decrease in production for national and
international trade [1]. Currently, the species is considered to be at high risk of extinction in
the wild [2]. The growth of C. mucugensis occurs under restricted environmental conditions,
which makes it difficult to establish ex situ cultures and makes plant tissue culture the main
technique for cultivation and propagation of the species [3]. However, this is a very expensive
method of ex situ conservation and many germplasm collections can have low genetic
variability [4].

The in vitro propagation of plants is a complex process composed of different steps, such
as: initial establishment of the culture, regeneration of plant tissue via organogenesis or
somatic embryogenesis (both can occur directly from the explant or indirectly via callus
formation), elongation and rooting of the obtained shoots [5]. In addition, it involves several
variables, such as the control of environmental conditions (asepsis, luminosity, photoperiod
and temperature) and the composition of the culture medium (nutrients, carbon source,
vitamins, regulators and gelling agent) [5-7].

The control of the chemical and physical characteristics of the culture medium is
determinant for the success of in vitro cultivation and is influenced by the type of gelling
agent [8-9]. The gelation confers consistency and support to the plants, regulates the
absorption of water and other substances, and can influence morphogenesis at different stages
of in vitro propagation [9]. Traditionally, agar is the most popular gelling agent used in media
preparation [5], being employed in the in vitro propagation of C. mucugensis [10]. However,
it is a high-cost substance and can represent up to 90% of the cost for manufacturing the
culture medium [11].

Over the years, several types of gelling agents have been developed and incorporated into
in vitro culture protocols, including with superior results compared to agar [12-14]. For
example, gelation with k-carrageenan, a polysaccharide also obtained from red macroalgae
composed of galactose and ester sulfate subunits, has been reported in studies involving direct
and indirect organogenesis, and somatic embryogenesis in several plant species [9,15,16]. It

has, however, not yet been tested in the propagation of C. mucugensis.
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The gelling of the culture medium for C. mucugensis cultivation is restricted to the use of
agar, and there are no data in the literature about the effects of other reagents. Therefore, this
study investigated the viability of using k-carrageenan as an alternative gelling agent in the

germination, organogenesis and in vitro rooting of C. mucugensis.
MATERIAL AND METHODS

Germination and initial growth

The C. mucugensis seeds were collected from inflorescences of mature plants from
Mucugé Municipal Park in Chapada Diamantina, Bahia State, Brazil (12°99°21’’S and
41°34°19’W) in October 2021. In laminar flow cabinet, the seeds were disinfected in 70%
ethyl alcohol for 30 s, followed by immersion for 10 min it a solution of sodium hypochlorite
— NaOCI (2.5% active chloride) with an added drop of neutral detergent (Ypé®), with
subsequent rinsing three times in sterile distilled water. These were sown on standard medium
for the species [10]: half-strength MS (Murashige & Skoog 1962) (MS%) and 15 g L *
sucrose. The media were gelled with 7 g L™ of agar (Himedia®, type I) or x-carrageenan
(PhytoTechnology Laboratories®).

After 30 days, the germination rate was evaluated. In addition, the full lengths, number of
responsive plants for shoots and number of shoots per plant were recorded after 90 days of

cultivation.

Multiplication via direct organogenesis

The C. mucugensis stem with approx. 0.5 cm length, previously obtained from
microplants cultivated on agar-gelified and plant regulator-free medium, were used as
explants for induction of new shoots. The explants were inoculated on regulator-free MSY2
gelled with 7 g L' of agar (Himedia®, type I) or x-carrageenan (PhytoTechnology
Laboratories®).

After 30 days, the responsive explant rate and the number of shoots per explant were

registered.

Multiplication via indirect organogenesis

The C. mucugensis stem with approx. 0.5 cm length, previously obtained from
microplants cultivated on agar-gelified and plant regulator-free medium, were used as

explants for induction of callus. The explants were inoculated on MS¥%2 supplemented with
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4.44 uM of 6-benzylaminopurine (BAP) [10] and gelled with 7 g/L of agar (Himedia®, type I)
or k-carrageenan (PhytoTechnology Laboratories®).

After 30 days, the responsive explant rate was evaluated. Then, these were transferred to
regulatory-free medium, and the regeneration rate and the number of shoots per callus were

estimated after 30 days.

Rooting of shoots

The last stage of in vitro propagation consisted of rooting. The explants used were shoots
obtained in the process of direct organogenesis after 120 days of cultivation. The selected
shoots were standardized, presenting a height between 1.5 and 2 cm, and had their roots
removed. Afterwards, they were inoculated with in MSY% gelled with 7 g L of agar
(Himedia®, type 1) or x-carrageenan (PhytoTechnology Laboratories®).

After 120 days, the rooting rate, the length of largest root and number of roots were

evaluated.

General cultivation conditions

All media were supplemented with 15 g L™ sucrose [10]. In vitro cultures were
performed in test tubes (25 x 150 mm), closed with polyvinyl chloride (PVC) film. The pH
was adjusted between 5.6-5.8 and autoclaved for 15 minutes at 121 °C and 1.0 atm of
pressure. The experiments were then maintained in growth rooms under a 16 hour
photoperiod, temperature of 25 + 3 °C, and fluorescent white light at 60 umol m2s™. All in
vitro experiments were performed in the Plant Tissue Culture Laboratory of the Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Experimental design and statistical analyses

The experimental design was randomized and each experiment consisted of ten
repetitions with five samples per treatment (gelling agent type). The results were examined
for normality using the Shapiro-Wilk test followed by analysis of variance (ANOVA) with
Tukey test or Mann—-Whitney U test. All of the analyses were performed considering a 5%
level of significance, using PAST software [17].

Cost Analysis

To analyze the cost of gelling agents in the production of the medium, agar and «-

carrageenan were compared using products with the same amount of powder. In this case, the
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gelling agents were quoted in the 5Kg version. The product values were consulted in the
official online stores of each manufacturer on the same day to avoid price variations. Both
products were quoted in US dollars. To obtain the real cost value, all decimal places of the

numbers were considered in the calculations.

RESULTS

The in vitro cultivation of C. mucugensis can be performed in gelled medium with agar or
K-carrageenan at a concentration of 7 g L. The gel structure formed by k-carrageenan is firm
and clarified, allowing better observation of plant root development compared to agar that has
an opaque appearance (Figure 1A). No hyperhydricity of the plants occurred on the media
solidified with these gelling agents. Furthermore, the results obtained showed that the
germination rate of the medium gelled with agar and k-carrageenan did not differ from each
other, indicating that the type of gelling agent does not alter the germination potential of C.
mucugensis seeds (Table 1). However, gelation with k-carrageenan stimulated greater growth
(3.5 £ 0.9) (Figure 1B) and induced shoots in 90-day-old microplants, contributing to the

increased success of in vitro propagation.

Table 1. Germination rate after 30 days and growth and multiplication parameters of

Comanthera mucugensis after 90 days on gelled media with agar or k-carrageenan.

Gelling agent Germination rate Full length Shoot responsive plant Number of shoots
(%) (cm) rate (%) per plant

Agar 100+ 04 1.7+0.78 0+08 0+08B

k-Carrageenan  95+04 35+094 335+954 15+054

Data correspond to means + SD.

Equal letters in the same column do not differ by Tukey's test (p < 0.05).

Figure 1. In vitro propagation of Comanthera mucugensis on gelled medium with agar or k-
carrageenan. (a) General aspect of the culture medium. (b) Initial growth; (c) Direct

organogenesis from a stem explants; (d) Callogenesis from stem explants in the presence of
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BAP; (e) Regeneration of shoots via indirect organogenesis. AG = agar; KC = k-carrageenan.

Bar=1 cm.

In addition, it was observed that multiplication via direct organogenesis of C. mucugensis
was influenced by the type of gelling agent (Table 2). The explants grown on medium with «-
carrageenan showed the highest rate of responsive explants, being 30% greater compared to
agar (Figure 1C). The use of traditional gelation promoted the mean of 2.3 + 1.2 shoots per

explant, while, the alternative gelling agent doubled the production (4.5 + 1.8).

Table 2. Evaluation of multiplication via direct organogenesis of Comanthera mucugensis on

gelled medium with agar or k-carrageenan.

Gelling agent Responsive explant rate (%) Number of shoots per explant
Agar 50+12.458 23+12°
k-Carrageenan 80 +16.32 4 45+18°

Data correspond to means + SD.
Equal uppercase letters in the same column do not differ by Tukey's test (p < 0.05).

Equal lowcase letters in the same column do not differ by Mann—Whitney U test (p < 0.05).

Cultivation of stem explants in medium supplemented with 4.44 uM BAP induced
callogenesis, independently of the type of gelling agent. However, indirect multiplication of
C. mucugensis was improved by gelling the medium with «-carrageenan (Table 3). It
promoted the highest callus proliferation rate (51.6 £ 11), about 20% more than agar. The
callus presented an organogenic aspect, friable texture and with a coloration that varied
between green and brown, with few necroses (Figure 1D). The regeneration of shoots
occurred via indirect organogenesis on medium without growth regulator (Figure 1E). Gelling
the medium with k-carrageenan increased the rate of regeneration and shoot numbers per
callus by 21.5% and 7.3%, respectively, compared to the results obtained using agar (Table
3).

Table 3. Evaluation of multiplication via callogenesis and indirect organogenesis of

Comanthera mucugensis on gelled medium with agar or k-Carrageenan.

Gelling agent Callus responsive  Regeneration rate (%)  Number of shoots
explant rate (%) per callus

Agar 30.7+7.38 32+8.8°B 14+7°

k-Carrageenan 51.6+114 535+854 21.3+9.1°

Data correspond to means + SD.Equal uppercase letters in the same column do not differ by Tukey's test (p <

0.05). Equal lowcase letters in the same column do not differ by Mann—Whitney U test (p < 0.05).
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After 120 days of culture of the microplants, it was observed that the type of medium
gelling did not promote significant difference in the induction and growth of roots of C.

mucugensis shoots (Table 4).

Table 4. Evaluation of the rooting of Comanthera mucugensis on gelled medium with agar or

k-Carrageenan.

Gelling agent Rooting rate (%) Length of largest root (mm) Number of roots
Agar 20.1+6A 55+0A4 3x1A
k-Carrageenan 315+£4A 5+04 4+15A4

Data correspond to means + SD.

Equal letters in the same column do not differ by Tukey's test (p < 0.05).

The analysis of the prices of these gelling agents showed that agar has the highest
acquisition value and, therefore, the most expensive for the gelation of the medium (Table 5).
Its use represents a value of approximately $1.39 for manufacturing one liter of culture
medium. The substitution of agar for k-carrageenan means an approximate reduction of

23.2% in the cost of gelling the culture medium for C. mucugensis.

Table 5. k-Carrageenan and agar values and cost of gelling the culture medium for

Comanthera mucugensis.

Gelling agent Price per 5 Kg Value perg Value per 79

k-Carrageenan $765.291 0.153058 1.071406

Agar type | $996.50 2 0.1993 1.3951

! Price consulted in January 30, 2023. Product ID: C257-5KG (https://phytotechlab.com/carrageenan.html)

2Price consulted in January 30, 2023. Product ID GRM666-5KG2 (https://www.himediastore.com/agar-agar-
type-i-10191)

DISCUSSION

The agar is the most frequently used gelling agent for plant tissue culture media. The
substance is a sulfated hydrocolloid extracted from red seaweed composed of agarose and
agaropectin, which possesses desirable characteristics of high gel clarity, stability and
resistance to metabolism during in vitro cultivation [18]. However, besides being a costly
reagent, the high demand for micropropagation has resulted in the overexploitation of certain
species of agarophyte seaweeds (such as the genera Gelidium and Pterocladiae) and in a

threat to the conservation of the natural resource [19]. Other substances have been proposed
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as alternatives to agar, such as gelan gum, commercialized under the names Gelrite and
Phytagel [13], and «-carrageenan [9].

The k-carrageenan, besides being a gelling agent, is considered as a plant biostimulant
and has been associated with growth improvement, propagation and stress mitigation in
several plants [20,21]. Previous studies have shown that polymers of this polysaccharide were
able to enhance key physiological and/or biochemical processes in plants, including
photosynthesis, cell division, nitrogen, carbon and sulfur assimilation, and NADPH synthesis
[22-24]. In addition, it has the ability to attenuate heat stress in seeds of C. mucugensis [25].
In the present study, its application as a substrate in the in vitro cultivation of this species was
responsible for promoting the greatest length and formation of shoots in microplants.

Another study conducted on tobacco (Nicotiana tabacum) demonstrated that gelling with
k-carrageenan was efficient in enhancing callus growth and regeneration compared to other
gelling agents [9]. The use of this sulfated polysaccharide has also been reported in the
solidification of the media that make up the callus induction protocols in agave [26] and
Dendrocalamus hamiltonii [27], in apple embryogenesis [15] and in potato, gladiolus, and
tulip propagation [16, 28, 29].

The gelling with k-carrageenan is also advantageous for culture media that need to be
supplemented with antibiotics. It was reported that high concentrations of the antibiotic
kanamycin inhibited the in vitro regeneration of tobacco and gladiolus, however, the medium
gelled with x-carrageenan attenuated the effects of the substance, allowing an increase in the
regeneration rate of the explants [16]. Regarding the physicochemical properties, its use does
not alter the pH of the medium after adjustment and autoclaving [30], although the gel
strength is low compared to agar [9]. The gelation with k-carrageenan, at a concentration of 7
g L, permitted the formation of a firm gel structure capable of supporting the microplants
and explants of C. mucugensis.

The in vitro organogenesis of C. mucugensis was studied by Lima-Brito [10] which
demonstrated regeneration of stem explants directly in medium without growth regulator and
indirectly in medium supplemented with BAP. The experiments were performed on agar-
gelled media, in which a direct regeneration rate of 58.75% was observed after 60 days of
culture. In the present study, 80% of explants grown on k-carrageenan medium regenerated in
only 30 days (Figure 1B). The gelling agent may have altered the gel matric potential of
medium and, possibly, interfered with in vitro morphogenesis [31].

The previous studies demonstrated that callus induction in C. mucugensis can occur from

whole plants and nodal segments in media supplemented with 1.78 and 3.55 uM of BAP [32]
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and from leaf explants cultured with 4.44 uM BAP [10]. These experiments used agar as the
gelling agent. The present results suggest that optimization of the indirect organogenesis
protocol can be obtained by cultivating the stem explants in medium gelled with «-
carrageenan and supplemented with 4.44 uM BAP. Despite the great potential for
callogenesis of the species, callus regeneration is little discussed in the literature.

Rooting is one of the limiting steps for the propagation of "evergreens"” due to the low
response of plants to the formation of roots in vitro. Previous investigations showed that the
use of auxin is not efficient for inducing root growth of C. mucugensis [3], which contributes
to the low success of ex vitro cultivation. In the present study, the type of medium gelling did
not promote a significant difference in the induction and root characteristics of the shoots.
Therefore, the importance of new methods to improve C. mucugensis rooting is highlighted.

The reduction in the cost of micropropagation of plants through the partial and total
substitution of agar has been reported in several studies and has generated promising results
[14,33-35]. The main low-cost alternatives are: corn starch, sago, cassava starch and isabgol.
The present results showed that the use of k-carrageenan as a gelling agent is favorable and
represents a 23.2% reduction in the production cost of the culture medium for C. mucugensis.
It is a very exploited substance in the manufacture of food and cosmetics and is widely
available in the market in several brands, however, quality and purity must be considered.

CONCLUSION

The present study demonstrated that gelling the culture medium with 7 g L of «-
carrageenan is a viable alternative for germination, organogenesis and callogenesis of C.
mucugensis. In addition, its use as a substitute for agar reduces the cost of manufacturing the
medium. In vitro rooting was not affected by the type of gelling agent, indicating the need for

new protocols to improve rhizogenesis in C. mucugensis.
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CONSIDERACOES GERAIS

A agricultura sustentavel é um paradigma emergente que busca conciliar a producao
agricola com a conservacao dos recursos naturais. Os métodos eco-friendly podem ser a chave
para superar esse desafio. No entanto, é crucial que essas tecnologias verdes sejam
disponibilizadas de maneira justa e equitativa, de baixo custo e facil acesso a fim de fortalecer
a agricultura sustentavel nas regides com baixo desenvolvimento socioecondmico. O cultivo
in vitro de plantas é uma das técnicas de propagacdo vegetal mais custosa e que, apesar dos
beneficios, representa um desafio para pequenos produtores em relacdo a manutencéo desse
tipo de tecnologia.

A presente tese demonstrou que a utilizacdo de bioestimulantes derivados de
macroalgas do litoral baiano pode ser considera um método eco-friendly para impulsionar a
producdo in vitro de plantas. Essa abordagem ndo apenas contribui para a conservagdo das
espécies do semiarido nordestino ameacadas de extingdo, como a Comanthera mucugensis,
mas também pode promover o desenvolvimento socioecondmico inclusivo nessas regioes.

O estudo demonstrou o potencial do uso de extratos de macroalgas e da k-carragenana
na reducdo do estresse térmico em sementes de sempre-viva expostas a altas temperaturas. A
incorporacdo dos bioestimulantes nos protocolos de organogénese e calogénese mostraram-se
altamente eficazes e possibilitaram uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
morfogénese in vitro de C. mucugensis, como o brotamento em resposta ao estresse hidrico e
0 metabolismo das poliaminas durante a organogénese direta e calogénese. Os resultados
obtidos também foram significativos para o entendimento do potencial dos extratos e
polissacarideos das macroalgas como atenuadores de estresse abi6tico. Portanto, considera-se
que este estudo traz importantes contribuicdes para a consolidagdo da aplicagcdo dos
bioestimulantes derivados de macroalgas na cultura de tecidos como um método sustentavel,
justo e de facil acesso, aliando o avanco tecnoldgico a conservacdo da biodiversidade e dos
recursos naturais regionais.

Por fim, os conhecimentos gerados a partir dos estudos in vitro podem fornecer
subsidios para possiveis aplicagdes no cultivo em campo de C. mucugensis, especialmente no
que diz respeito as respostas fisiologicas e as estratégias de mitigacdo do estresse relacionadas
as alteracOes climaticas resultantes do aquecimento global. No entanto, a extrapolagdo direta

desses resultados para 0 uso em campo requer uma avaliagdo mais abrangente e criteriosa.



