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RESUMO

Vellozia sincoranaAYENSU & SMITH é endémica dos Campos Rupestres da
Chapada Diamantina, conhecida popularmente como Candombé&. Essa espécie
possui resina altamente inflamavel, sendo o caule utilizado para acender fogdes a
lenha e as raizes para produzir incenso. O Candomba apresentapoucos trabalhos na
literatura, ndo havendo estudos de propagacao da espécie. Esse trabalho teve como
objetivo desenvolver protocolo de multiplicacdo in vitro de V. sincorana, analisandoo
comportamento dos brotos in vitro submetidos ao estresse, e sua influéncia na
multiplicacdo. Foram utilizados como explantes brotos obtidos in vitro, inoculados em
concentracfes de BAP (0,0; 2,22; 4,44 uM), CIN (0,0; 2,32; 4,64 uM) e AIB (0,0; 1,48
M) em meio MS Y%suplementado com 87,64mM de sacarose, 1g.L™ de carvéo
ativado, e0,7% de &agar (meio basico).No experimento seguinte, testou-se
concentragcbes das citocininas BAP ou CIN (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 uM). Nos
experimentos com estresse térmico, os brotos foram expostos a flambagem por
diferentes periodos (0, 2, 4, 6, 8; 10 segundos), e noseguinte testou-seos periodos
(0,0, 4,5, 6,0, 7,5; 9,0 min.) de exposicdo dos brotosa 105+1°C, em estufa. Para
estresse hidrico o meio bésico foi suplementado com diferentes concentracdes de
agar (7,0, 14,0, 21,0, 28,0g) e no experimento seguinte diversas concentracdes de
sacarose (87,64, 175,28, 262,92; 350,56 mM).OCIN apresentou maior eficiacia na
multiplicacdo, em relacdo ao BAP. As maiores médias para numero de brotos e %
explantes responsivos foram nos periodos 6, 8 e 10 segundos, sendo
observadatolerancia aos estresses hidrico e térmico.

Palavras Chaves: Candomba. Micropropagacao.Reguladores vegetais.Estresse
hidrico. Estresse térmico.



ABSTRACT

Vellozia sincorana Ayensu & SMITHis endemic of Rupestres Fields of Chapada
Diamantina, popularly known as Candomba. This species has a highly flammable
resin, and the stem used to ignite wood stoves and roots to produce incense.
Candomba presents few studies in the literature, there are no studies of propagation
of the species. This study aimed to develop in vitro multiplication protocol of V.
sincorana, analyzing the behavior of in vitro shoots subjected to stress, and its
influence on multiplication. They were used as explants in vitro shoots obtained,
inoculated with concentrations of BAP (0.0; 2.22; 4.44 uM), CIN (0.0; 2.32; 4.64 uM)
and IBA (0.0; 1.48 pM) in MS %2 medium supplemented with 87.64 mM sucrose, 1g.L
'activated carbon, and 0.7% agar (basic medium). Subsequently, it tested
concentrations of cytokinins BAP or KIN (0.0; 5.0; 10.0; 15.0; 20.0 pM). In
experiments with thermal stress, flame shoots were exposed for different periods
(0.0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0; 10 seconds), and the next tested whether the periods (0.0;
4.5; 6.0; 7.5; 9.0 min) exposure of the shoots 105 + 1 ° C in sterilize. For drought
stress basic medium was agar supplemented with different concentrations (7.0; 14.0;
21.0; 28.0 g) and the following experiment different sucrose concentrations (87.64;
175.28; 262. 92; 350.56 mM). The KIN showed greater efficacy in the multiplication in
relation to BAP. The highest average for number of shoots and responsive% explants
were in the periods 6, 8 or 10 seconds, being observed tolerance to water and
thermal stress.

Key Words: Candomba.Micropropagation.Growth regulators.Water stress.water
stress. Heat stress.
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1INTRODUCAO GERAL

A Chapada Diamantina esta situada no centro da Bahia, apresentando varios
tipos de vegetacdo que possuem grande diversidade, determinados pelas suas
caracteristicas fisiogréficas. Esse mosaico de vegetacdo € frequentemente
ameacado pelos incéndios, os quais, segundo dados do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) sdo causados em 95% das vezes pela
populacdo, tornando-se mais grave no periodo seco da regido (CONCEICAO et al.,
2005; JUNCA et al., 2005; NERI, 2008). Seus diversos biomas sdo classificados
como extremamente desconhecidos pelo Ministério do Meio Ambiente, sendo uma
area de grande interesse para a busca do conhecimento cientifico (MMA, 2002;
CONCEICAO, 2006).

Dentre os tipos de vegetacdo da Chapada Diamantina, o Campo Rupestre
inserido nos biomas do Cerrado e da Caatinga € 0 mais caracteristico dessa regiao,
ocorrendo em altitudes acima de 900 metros. E composto primariamente por
vegetacdo herbacea e arbustos perenes esclerofilos, sendo que grande parte das
espécies vegetais sao raras, tornando-as vulneraveis, seja pelo elevado niumero de
endemismo tanto de género, quanto de espécie ou pela sua distribuicdo de forma
espaca no ambiente, podendo estar presente em uma area, ausente ou pouco
representada em outra (QUEIROZ et al., 1996; CONCEICAO et al., 2005). Entre as
familias  caracteristicas dessa regido encontram-se as  Asteraceae,
Orchidaceae,Eriocaulaceae, Xyridaceae e a Velloziaceae, sendo que as ultimas
citadas, tem esse ambiente como centro principal de distribuicdo (QUEIROZ, 2006).

A ocorréncia de fogo nessa vegetacao se apresenta como sua caracteristica
mais dinamica, sendo um importante componente ecoldgico, de modo que espécies
da regido apresentam adaptacdes como sistemas subterraneos, gemas protegidas
pelas bainhas foliares e gemas aéreas protegidas por ramos grossos e folhas
rosuladas, possibilitando a sobrevivéncia e renovagdo das espécies ap0s uma
queimada (NEVES; CONCEICAO, 2010). Segundo Alves e Silva (2011) espécies de
afloramentos rochosos, como as Velloziaceae, apresentam caules protegidos por
espessas camadas de bainhas foliares, sendo as mesmas um eficiente isolamento
térmico ao fogo rapido.

A familia Veloziaceae possui cerca de 250 espécies de ervas e arbustos com
distribuicio na América do Sul e Africa (AYENSU; SMITH, 1976) dessas, 212 sio



12

encontradas no Brasil (MELLO-SILVA, 2012). Segundo Ayensu e Smith (1976)
algumas espécies desta familia, apresentam potencial ornamental além de

caracteristicas farmacoldgicas importantes.

Figura 1 — Flores de Vellozia sincorana no Parque Nacional da Chapada Diamantina Fonte:
Conceicéo; Orr 2012.

Vellozia sincorana AYENSU & SMITH (Veloziaceae), conhecida popularmente
como Candomba, é uma espécie endémica do Brasil que ocorre no Campo Rupestre
da Chapada Diamantina, sendo caracteristica dessa regido. (AYENSU;SMITH, 1976;
ALMEIDA, 2006). Pode chegar a 1m de altura com ramos espessos, sendo
encontrada sobre afloramentos rochosos em geral, acima de 900 metrosde altitude.
A espécie apresenta folhas persistentes com formato triangular, possuindo
geralmente coloragéo cinza-esbranquicada devido a uma capa de cera que recobre
sua superficie. Uma resinaimpregna a folha, apds sua secagem, formando uma
bainha espessa e resistente ao fogo em torno do caule e dos ramos(FUNCH et
al.,2004).

Essa espécie possui uma ligacao singular com o fogo, pois seu caule grosso
e fibroso tem grande resisténcia as queimadas, além de produzir uma resina
altamente inflamavel, mesmo quando Umida, que favorece a propagacao de
incéndios (ALMEIDA, 2006).Além disso, o Candomba& apresenta reproducao
relacionada ao fogo, tendo em vista que a floracdo ap6s uma queimada ocorre
abundantemente (CONCEICAO 2010; CONCEICAO, 2012). De acordo com Ferri
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(1979) muitos autores reportaram o efeito estimulador da queimada para a floragéo
de espécies campestres. Segundo Meguro (1969) o fogo teria influéncia na
eliminacdo de um possivel inibidor localizado nas folhas, estimulando ao mesmo

tempo a floracéo, seja por atuacdoda temperatura ou pelos gases de combustéo.

Figura 2 - Vellozia sincorana apés a passagem do fogo no Parque Nacional da Chapada Diamantina.
Fonte: Conceicédo; Orr 2012.

As caracteristicas peculiares do Candomba induzem seu extrativismo, sendo
o caule utilizado pela populacdo para acender fogbes a lenha e as raizes na
producdo de incenso com a extracdo de sua resina (ALMEIDA, 2006). Sua
propagacdo em ambiente natural, feita através de sementes torna-se ameacada pela
pressao de exploragéo para o uso da resina, principalmente com a retirada de suas
raizes, o que pode levar a uma diminuicdo dessa espécie na natureza, prejudicando
a estabilidade populacional da mesma.

Na literaturaencontra-se um material ainda escasso sobre o Candomba, néo
havendo trabalhos de propagacdo da mesma,sendo encontradaspesquisas apenas
na area ecoldgica Ayensu eSmith, (1976);Funch et al.,(2004); Almeida, (2006);
Conceicdo e Orr, (2012) e etnobotanica (OLIVEIRA, 2013). De modo que
considerando a exploracédo local sofrida, urge o desenvolvimento de estudos para a
propagacéao da espécie, visando sua conservacao e exploracéo sutentavel.

Dado o exposto, a cultura de tecidos surge como uma alternativa para a
propagacéo da espécie, sendo uma das areas biotecnologicas de grande sucesso

gue se baseia na totipotencialidade das células vegetais, ou seja, na capacidade de
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produzir érgdos como brotos e/ou raizes (organogénese) ou embrides somaticos
que regeneram uma planta completa (embriogénese somética) no meio de cultivo
favoravel(CARVALHO; VIDAL, 2003). O cultivo in vitro apresenta diversas técnicas,
dentre elas, a micropropagacdo uma das mais difundidas, possuindo varias
vantagens em relacdo a propagacao natural, como a obtencdo de clones em larga
escala em um pequeno espaco fisico, rapidez e plantas livres de patdgenos,
(OLIVEIRA et al.,, 2007), sendo usada ainda em programas de melhoramento
genético.

A micropropagacao consiste nas etapas de estabelecimento, multiplicagéo,
enraizamento e aclimatizacdo. Essas fases séo interdependentes, de modo que o
sucesso de uma influencia diretamente a seguinte. O estabelecimento in vitro €
caracterizado pela escolha e desinfestacédo do explante, além da selecédo do meio de
cultura que juntamente com a origem do explante, podem determinar o sucesso da
propagacéao in vitro. Diversas formula¢des do meio de cultura tém sido empregadas,
podendo ser acrescido ao mesmo, carvao ativado que apresenta alto potencial de
adsorcdo, modificando geralmente a composicdo do meio adsorvendo diversas
sustancias toxicas liberadas na autoclavagem ou pelos préprios explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O meio de cultivo é suplementado ainda por carboidratos, sendo utilizada
amplamente a sacarose, que proporciona energia metabdlica e esqueleto de
carbono para a biossintese de todos 0s compostos organcios essenciais para o
crescimento das células(CALDAS et al.,, 1998). Além disso, a sacarose apresenta
influéncia na regulacdo osmatica do meio de cultivo, podendo provocar, quando em
concentracbes acima de 4%, excessivo potencial osmoético (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Segundo Flores et al., (2013) esse osmorregulador, quando
adicionado em alta concentracdo ao meio de cultivo, pode remover a agua
intracelular, através do gradiente osmoético, o que resulta em alteracbes no
crescimento e nas respostas fisioldégicas dos vegetais.

Outro componente adicionado ao meio de cultivo € o agar,comumente
utilizado para solidificar o meio, possuindo a caracteristca de ser dissolvivel em agua
fervente e gelificado, quando em temperatura ambiente, sendo geralmente
adicionado em concentracbes que variam de 0,4% a 1% no meio de cultivo
(CALDAS et al.,1998). De acordo com Leite (1993) e Rezende et al., (2008), alta
concentracéo de agar, pode provocar aumento do potencial osmético do meio, o que
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resulta em maior resisténcia a difusdo de nutrientes para o explante, dificultando
ainda a introducgéo do explante no meio de cultura (PAIVA et al., 1999).

A fase de multiplicacdo depende das caracteristicas intrinsecas da espécie e
do tipo de regulador de crescimento utilizado para suprir as possiveis deficiéncias
hormonais nos explantes, sendo o tipo de citocinina e a sua concentragao os fatores
gue mais influenciam nesse sucesso (GRATTAPAGLIA; MACHADO 1998; PASA et
al.,2012). Dentre as citocininas, o BAP é geralmente a que mais apresenta
resultados favoraveis, sendo utilizada em 68% dos meios, seguida pela
cinetina23%(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Outra classe de reguladores
vegetais, as auxinas sao acrescentadas ao meio de cultura com o intuito de
estimular o desenvolvimento da parte aérea, em geral com sua concentracao
baixaquando comparada com as citocininas. O balanco hormonal entre as mesmas
€ importante, poisauxinas em concentragbes excessivas podem estimular a
producdo de calos e favorecer o enraizamento prejudicando a producéao de brotos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Na etapa de enraizamento as caracteristicas das raizes obtidas ao longo da
multiplicac@o ou apdés essa fase, dependendo da espécie, apresenta influéncia direta
no sucesso da fase final, a aclimatizacdo, que deve ser feita de modo gradual para
minimizar a perda das plantulas, estando envolvidos nesse processo fatores como o
microambiente do tubo e a nutricdo mineral (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998;
STANCATO; SILVEIRA, 2010).

O cultivo in vitrotem permitido muitos avangos na propagacdo de vegetais
tornando-a mais eficiente e rapida, podendo ser considerada como uma importante
ferramenta no estudo fisiologico e bioquimico de plantas, inclusive de espécies
selvagens com pouco ou inexploradopotencial (CANCADO et al., 2012). Além disso,
tem sido utilizado frequentemente para entender o funcionamento das plantas em
estresse suas respostas e capacidade de tolerancia (CLEMENTE-PEREZ;
CADENAS-GOMEZ, 2012).

A cultura de tecidos é utilizada como base para o melhoramento genético com
a selecdo in vitrode individuos resistentes ou tolerantes a estresses bioticos e
abidticos, por meio de vantagens como condi¢des controladas, meio de cultura com
concentracéo determinada e exposicdo do material selecionado ao agente ou tipo de
estresse de maneira isolada e protegida de contaminagbes com maior garantia de
confiabilidade dos resultados (CANCADO et al.,2009).
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No ambiente natural os vegetais estdo expostos tanto a estresses bibticos,
quanto abidticos, os quais induzem uma modulacdo de respostas de defesa,
buscando supera-los e recuperar seu metabolismo normal (SOARES et al., 2007).
Embora, segundo Taiz e Zeiger (2009), o estresse possa ser definido como um fator
externo, que influéncia desvantajosamente a planta, para Hopkins (1999) as plantas
podem responder ao estresse por diversos caminhos, em caso de estresse
moderado de curto prazo, 0os prejuizos provocados podem ser resolvidos apos ser
interrompido, porém, estresse severos poderiam antecipar a floracdo e a formacéao
de sementes, sendo essa estratégia utilizada como o mecanismo de defesa para
perpetuar a espécie. Segundo o mesmo autor, algumas plantas apresentam
tolerancia ao estresse, possuindo mecanismos diferenciados que reduzem seu
impacto, de modo que o organismo encontre equilibrio com o ambiente interno e
externo da planta.

O conceito de estresse de acordo com Taiz eZeiger (2009) esta
intrinsecamente relacionado ao de tolerancia, que se constitui na capacidade da
planta em se adaptar a ambientes desfavoraveis. Para Niuet al.,, (2014) essa
tolerancia pode ser desenvolvida, quando ha um controle da homeostase celular,
funcdo e estrutura das proteinas e membranas. Essa capacidade dos vegetais vem
atraindo pesquisadores, com o intuito de selecionar plantas resistentes em
programas de melhoramento genético na busca por espécies cada vez mais
tolerantes (WARG et al., 2003), a estresses como estresse hidrico, altas
temperatura, entre outros, visando avangos na agricultura.

De acordo com Sant’anna (2009) a compreensao e sele¢cdo dos mecanismos
de resisténcia a seca sao importantes para o desenvolvimento de novos cultivares
tolerantes ao estresse hidrico. Esse tipo de estresse pode provocarnos
vegetais,diminuicdo da area foliar, fechamento dos estdmatos, limitagdo da
fotossintese, absciséo foliar, aprofundamento das raizes, entre outras estratégias
para minimizar o efeito da reducgédo hidrica (TAIZ; ZEIGER 2009). Segundo Chaveset
al.,(2002) as respostas da planta ao déficit hidrico sdo complexas envolvendo
adaptacdes e/ou efeitos danosos, considerando que as estratégias para conviver
com o mesmo, geralmente tendem a envolver tolerancia variando de acordo com o
genotipo.

O autor ressalta ainda que as diferencas entre as espécies vegetais nas

estratégias para sobrevivéncia promovem capacidades impares de captura e
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transporte de &gua, levando a diferencas drasticas no metabolismo. Essas
modificacdes metabodlicas podem provocar problemas na reproducgéo, de modo que
€ possivel ser observada como estratégia a antecipacdo da fenologia, com a
producao de flores e sementes antes que a agua seja totalmente exaurida, ou outras
podem resistir através do acumulo de reservas que posteriormente serao
direcionadas para a reproducao (CHAVES et al., 2002).

De acordo com Chavez et al.,(2002) o estresse hidrico, geralmente esta inter-
relacionado a tolerancia e sensibilidade a outros estresses, como a alta temperatura.
A temperatura € um dos mais criticos fatores que influenciam a distribuicdo do
vegetal no ambiente fisico, podendo afetar a fotossintese, a estabilidade da
membrana plasmatica e sua estrutura celular (HOPKINS, 1999; TAIZ; ZEIGER,
2009).

O estresse térmico segundo Wabhid et al. (2007) € uma interligagdo complexa
entre a intensidade da temperatura, a duragcdo e o percentual no qual ocorre o
aumento da mesma, sendo em geral, a tolerancia determinada quando é possivel a
manutencdo da producédo e crescimento da planta sobre sua influéncia. A elevacao
da temperatura provoca a producdo de uma classe Unica de proteinas conhecidas
como proteinas do choque térmico (HSPs) que auxiliam as celulas a suportarem o
estresse térmico (TAIZ; ZEIGER, 2009). Elas atuam como chaperonas moleculares,
sendo responsaveis pelo dobramento correto de proteinas maldobradas e
agregadas, para evitar a deformacdo das mesmas, 0 que possibilita um
funcionamento adequado da célula submetida a temperatura elevada (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Segundo Niu et al., (2014), a habilidade da planta para suportar temperatura
extrema poderia estar relacionada com a capacidade para o desenvolvimento da
aclimatacdo ou adaptacdo de cada espécie. Um exemplo de adaptacdo ao estresse
térmico sdo as plantas que possuem uma intrinseca relacdo com o fogo, devido a
ocorréncia de queimadas em seu ambiente natural. Essas espécies sdo chamadas
de pirofiticas, apresentando estratégias para rebrotar e florescer, apés o fogo.

Desse modo esse trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de
multiplicagcdo in vitro para a V. sincorana, analisando o comportamento das
microplantas in vitro quando expostas a reguladores vegetais e ao estresse, tendo

em vista a protecao de seu germoplasmaex situ e sua exploracao sustentavel.
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RESUMO

Vellozia sincoranaAYENSU & SMITH é endémica dos Campos Rupestres da
Chapada Diamantina, sendo conhecida popularmente como Candomb&. Essa
espécie possui uma resina altamente inflamavel, o que induz uma exploracéo
puramente extrativista pela populagéo local, que utiliza o caule para acender fogbes
a lenha e as raizes para a producéo de incenso.O candomba possui poucos estudos
na literatura, ndo havendo trabalhos de propagacéo para a espécie. Esse trabalho
teve como objetivo avaliar a capacidade de multiplicagéoin vitro de V. sincorana.
Nesse intuito foram utilizados como explante brotos obtidos in vitro. Os explantes
foram inoculados em diferentes concentracdes dos reguladores vegetais BAP (0,0;
2,22; 4,44 yM), CIN (0,0; 2,32; 4,64 uM) e AIB (0,0; 1,48 pM) em meio MS com
metade das concentra¢cdes salinas suplementado com 87,64mM de sacarose e 1g.L
'de carvdo ativado, e solidificado com 0,7% de &gar. No experimento seguinte,
testou-se diferentes concentra¢des das citocininas BAP ou CIN (0,0; 5,0; 10,0; 15,0;
20,0 pM) na inducéo de brotos. O CIN apresentou maior eficacia na multiplicacdo
guando comparada com o BAP, porém as concentracdes de reguladores testadas
nao foram eficientes para producdo de uma taxa satisfatoria de brotos.

Palavras-chaves: Candomba. Reguladores vegetais.Micropropagacao.
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ABSTRACT

Vellozia sincorana AYENSU & SMITH is endemic of Rupestres fields of Chapada
Diamantina, being popularly known as Candomba. This species has a highly
flammable resin, which induces a purely extractive exploitation of the local
population, using the stem to ignite wood stoves and roots for the production of
incense. The candomba has few studies, there is no propagation of work for the
species.This study aimed develop a multiplication protocol in vitroV. sincorana. To
that end were used as explants shoots obtained in vitro. The explants were
inoculated in different concentrations of growth regulators BAP (0.0; 2.22; 4.44
puM),CIN (0.0; 2.32; 4.64 pM) and AIB (0.0; 1.48 pM) in MS with half the salt
concentrations supplemented with 87.64mM sucrose, 1g.L™ of activated carbon and
solidified with 0.7% de Agar. In the following experiment, we tested different
concentrations of cytokinin BAP or CIN (0.0; 5.0; 10.0; 15.0; 20.0 uM) in the induction
of shoots. The KIN showed greater efficacy in the multiplication compared with BAP,
but the growth regulator concentrations tested were not effective in producing a
satisfactory rate of shoots.

Key Words: Candomba. Growth regulators. micropropagation.
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1INTRODUCAO

Vellozia sincoranaAYENSU & SMITH conhecida popularmente como
Candomba, pertence a familia Velloziaceae sendo restrita aos Campos Rupestres
da Chapada Diamantina. Essa espécie possui uma resina altamente inflamavel o
que induz o extrativismo da mesma, sendo o caule utilizado pela populacéo local
para acender fogdes a lenha e as raizes para a producao de incenso com a extracao
de sua resina (ALMEIDA, 2006). Além disso, a biomassa da espécie foi testada,
sendo utilizada como combustivel de ignicdo, em trabalhos com a Macauba
(Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.), apresentando bons resultados para a
combustdo dos gases advindos da gaseificacdo (ALMEIDA, 2006; OLIVEIRA, 2008).

O Candomba, embora possua alta densidade populacional, apresenta baixa
distribuicdo, esua reproducdo € favorecida pelo fogo, pois apdsa queimada sua
floracdo ocorre abundantemente (CONCEICAO, 2010). Suas caracteristicas
peculiares combinadas com a exploracao puramente extrativista dos caules e raizes
tornam urgentes medidas para expandir o conhecimento sobre a espécie que ainda
€ pouco estudada, sendo citada apenas porAyensu e Smith (1976), Almeida (2006),
Funch et al. (2004), Oliveira (2008),Conceicdo e Orr (2012), e Oliveira (2013) em
trabalhos de taxonomia,ecologia e etnobotanica; ndo havendo relatos na literatura
sobre sua propagacao e conservagao.

A cultura de tecidos é um instrumento da biotecnologia que possibilita, através
da micropropagacao, alta produtividade, apresentando varias vantagens em relacéo
a propagacao natural, tais como: obtencdo de clones em larga escala, rapidez e
plantas livres de patdgenos; servindo ainda como ferramenta para programas de
melhoramento, pesquisa em fisiologia vegetal e producdo industrial in vitro de
compostos secundarios (CARVALHO; VIDAL, 2003). A micropropagacao consiste
das fases de estabelecimento, multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdo, as quais
sao interdependentes.

A fase de multiplicacdo visa a producdo acentuada de plantas em curto
espaco de tempo, manipulando as condi¢des de cultivo e a composi¢cdo do meio de
cultura; sendo em geral utilizados reguladores vegetais para suprir eventuais
deficiéncias nos explantes (GRATTAPAGLLA; MACHADO, 1998).

A formacdo de brotos in vitroé influenciada pela aplicagdo de reguladores

vegetais, sendo importante o balanco entre duas classes, auxinas e citocininas
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(TAIZ; ZEIGER, 2009). A citocinina BAP (6-benzilaminopurina), seguida de CIN
(cinetina) e as auxinas ANA (4cido naftaleno acético) e AIB (acido indol-3-butirico)
sdo as mais freqlientemente utilizadas na propagacao in vitro (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998).

A estrutura vegetal organizada em parte aérea, raizes e suas ramificacdes
sdo dependentes do transporte polar de auxina, no sentido apice-base, sendo o
apice caulinar a fonte principal desse horménio, suprimindo assim, o
desenvolvimento das gemas laterais. Em contraste, a citocinina estimula a divisao
celular e o brotamento quando aplicada em diversas espécies, podendo as mesmas
ser densamente ramificadas, quando em contato com altas concentracbes de
citocininas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As citocininas podem estimular ou inibir varios processos fisiologicos,
bioguimicos e a producdo de metabdlitos nos vegetais; e embora o estimulo das
mesmas a proliferacao celular tenha sido sua acédo descoberta inicialmente; essas
substancias tém influéncia no desenvolvimento vascular, senescéncia foliar e
dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Dado ao exposto, esse trabalho teve como objetivo testar reguladores
vegetais na multiplicacdo in vitro de Vellozia sincorana, visando o desenvolvimento

de um protocolo de micropropagacao da espécie.
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2MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizag&o dos experimentos
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos

Vegetais (LCTV), localizado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

2.2Material Vegetal
As sementes foram coletadas na Serra do Candomba, naChapada

Diamantina (BA) e armazenadas em sacos de papel sob a temperatura de 5£1°C em

geladeira no LCTV.

2.3Condicdes de Cultivo

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +
3°C, sob fotoperiodo de 16 horas e radiacdo fotossintética ativa de 60pmol.m2.s™.
Os experimentos foram realizados utilizando tubos de ensaio(25x150mm), contendo
10 ml de meio de cultura com os mesmos sendo vedados com Policloreto de
Vinila(PVC).

2.4Estabelecimento in vitro de Vellozia sincorana

As sementes permaneceram em agua corrente por 30 minutos; foram
desinfestadas em alcool 70% (1min) seguido de hipoclorito de sédio a 2,5% mais
uma gota de detergente (10min), sendo posteriormente lavadas em agua destilada
estéril por trés vezes. A semeadura foi feita em meio de cultura MS(MURASHIGE e
SKOOG, 1962) com metade das concentracdes salinas (MS Y2)suplementado com
87,64mM de sacarose, solidificado com 0,7% de &gar e acrescido de 1g.L™ de
carvao ativado (meio béasico). O pH do meio foi ajustado para 5,7+1 e 0 meio foi
autoclavado a temperatura de 121°C por 15 minutos (BORGES, 2013).

Plantas estabelecidasin vitroforam cultivadas por 2 anos, sendo transferidas
para meio com a mesma composicdo, a cada 6 meses. Os brotos emitidos das
plantas foram cultivados em meio basico para a execucdo dos experimentos de

multiplicagé&o.

2.5Multiplicagéo in vitro
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2.5.1 Efeito de diferentes concentracbes de BAP (6-benzilaminopurina), CIN
(cinetina) e AIB (acido indol-3-butirico) na multiplicacdo in vitro de V. sincorana.

Microplantascom 50 dias de cultivo foram inoculadas em meio basico
composto por diferentes concentracdes de BAP (0,0; 2,22; 4,44 uM), CIN (0,0; 2,32;
4,64 uM) e AIB (0,0; 1,48 pM). O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com trés concentracbes de BAP e trés concentracbes de
CIN,totalizando nove tratamentos compostos por cinco repeticdes, cada uma com
quatro tubos. Em todos os tratamentos, exceto o controle, foram aplicados 1,48uM
de AIB.

Tabela 1- Disposicdo dos tratamentospara multiplicagdo de V. sincorana nas diferentes
concentracdes de BAP, CIN e AIB.

TRAT. BAP CIN AIB
1 0,0 0,0 0,0 25
2 0,0 2,32 1,48 2E
3 0,0 4,64 1,48 feit
4 2,22 0,0 1,48 0
5 2,22 2,32 1,48 de
6 2,22 4,64 1,48 dif
7 4,44 0,0 1,48
ere

8 4,44 2,32 1,48
nte

9 4,44 4,64 1,48
S

concentracbes das citocininas BAP (6-benzilaminopurina) ou CIN (cinetina) na
multiplicacéo in vitro de V. sincorana.

Microplantas com 15 dias de cultivo foram inoculadas em meio bésico
composto por diferentes concentracées (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0uM) de BAPou CIN.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 5 (2
tipos de citocininas x 5 concentragdes)totalizando 10 tratamentos constituidos por

cinco repeti¢cdes, cada uma composta por quatro tubos.

2.6Variaveis e Analise estatistica

Apés 65 dias de montagem dos experimentos de multiplicacdo avaliou-se o
namero de brotos por explante, porcentagem de explantes responsivos, numero de
folhas, comprimento da parte aérea, matéria fresca e seca da parte aérea, matéria

fresca e seca da raiz, nUmero de raizes e comprimento da maiorraiz.
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Os dados foram avaliados, mediante a analise de variancia, sendo
transformados pela funcdo (x+1)2. As médias foram analisadas pelo teste Scott-
Knotte o programa utilizado foi o SISVAR, v 5.3, desenvolvido pela UFLA
(FERREIRA, 2011).
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3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabelecimento
A Vellozia sincoranaapresentou alto indice de germinacdo com 100% de

resposta no meio MS Y2ap0s 10 dias de inoculacao.

3.1.1Efeito de diferentes concentracdes de BAP, CIN e AIB na multiplicac&o in vitro
de Vellozia sincorana.

N&o se observou diferencas significativas na fonte de variagdo tratamento
para as variaveis numero de brotos por explante (NB), folhas (NF) e raizes (NR),
porcentagem de explantes responsivos (%ER), matéria fresca (MFPA) e seca da
parte aérea (MSPA), matéria seca das raizes (MSR), sendo significativa (p<0,05) as
variaveis comprimento da parte aérea (CPA), matéria fresca da raiz (MFR) e
comprimento da maior raiz (CMR) (Tabela 2).

Para a varidvel comprimento da parte aérea, os tratamentos 4 (2,22 de BAP,
0,0 de CIN), 5 (2,22 de BAP, 2,32 de CIN) e 9 (4,44 de BAP e 4,64 de CIN) todos
contendo 1,48 de AIB ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao
tratamento 1 (controle) (Tabela 3); os demais tratamentos testados apresentaram
médias inferiores ao controle. Estes resultados diferem do observado por Freitas
Neto (2009) em trabalhos com Vellozia flavicans que constatou maior comprimento
dos brotos com a combinacao dos trés reguladores citados acima. J4 Monfort et al.
(2012) constataram, em trabalhos com Ocimum selloi,uma diminuicdo no
comprimento das brotagcdes com a adicdo deBAP no meio de cultura, sendo sua
maior média observada na auséncia desse regulador, com decréscimo expressivo,
apos a concentracdo de 2uM.

Em relacdo ao comprimento da maior raiz, de modo similar ndo houve
diferenca significativa entre o controle e os tratamentos 2 (0,0 de BAP e 2,32 de
CIN), 5 (2,22 de BAP e 2,32 de CIN), 7 (4,44 de BAP e 0,0 de CIN) e 9 (4,44 de BAP
e 4,64 de CIN) (Tabela 3) todos contendo 1,48 de AIB os quais foram

significativamente superiores ao demais tratamentos testados.
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Tabela 2 - Resumo da analise de variancia para nimero de brotos por explantes (NB), nimero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), % explante
responsivos (%ER), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR), matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca da parte
aérea (MSPA), matéria fresca (MFR) e seca da raiz (MSR) de V. sincorana submetida a diferentes tratamentos com BAP, CIN e AIB.

FVv GL Quadrados Médios
NB NF NR %ER CPA CMR MFPA MSPA MFR MSR
Trat. 8 0,0094" 0,0525™ 0,0315™ 5,3397™ 0,6076* 2,1341* 0,1729™ 0,0280™  0,0519* 0,0016"
Resi. 36 0,0141 0,0518 0,0325 4,0108 0,2446 0,8710 0,1809 0,0208 0,0219 0,0008
CV% 11,22 7,91 10,16 88,03 5,83 13,65 12,70 26,54 8,56 2,72

"™ Nao significativo; significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. Dados transformados (x+1)
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Os dados observados corroboram Silveira (2009) que
constatoumaiorcomprimento dessa variavel, em estudos com Neoglaziovia
variegata, na auséncia deCIN. Para a matéria fresca da raiz obteve-se
comportamento semelhante, ndo havendo diferenca estatistica entre o controle e os
tratamentos 2, 5 e 7 (Tabela 3).Esse resultado discorda de Silva et al. (2003), em
trabalhos com Sinningia speciosa, 0s quais obtiveram maiores médias no tratamento

controle com diminuigéo da mesma na presencga de BAP.

Tabela 3 — Comprimento da parte aérea, comprimento da maior raiz e matéria fresca da raiz de

TRAT. BAP CIN AlB CPA CMR MFR
(mm) (mm) (mg)

1 0,0 0,0 0,0 74,05 a 50,64 a 1,71a
2 0,0 2,32 1,48 65,89 b 49,21 a 1,59 a
3 0,0 4,64 1,48 68,62 b 34,41 Db 1,14 b
4 2,22 0,0 1,48 75,38 a 39,49b 1,15b
5 2,22 2,32 1,48 81,37 a 55,07 a 1,96 a
6 2,22 4,64 1,48 68,06 b 40,28 b 1,10 b
7 4,44 0,0 1,48 62,15 b 61,94 a 151a
8 4,44 2,32 1,48 70,92 b 39,81 Db 1,00 b
9 4,44 4,64 1,48 75,86 a 50,76 a 1,32b

brotos de V. sincorana, submetida a diferentes tratamentos com os reguladores BAP, CIN e AIB.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste Scott-Knott.

Os dados observados para a espécie em estudo sugerem que a utilizacdodos
reguladores vegetais BAP, CIN e AIB nas concentracdes testadas ndo favoreceram
aemissdo de brotos.Sendo indicado o teste de outras concentracfes e tipos de
reguladores vegetais. Esses resultados tornam evidente a necessidade de
investigacdo e desenvolvimento de protocolos especificos de cultivoin vitro para
cada espécie, tendo em vista que as mesmas concentracdes e combinagBesde
reguladores foramtestadas por Freitas Neto (2009) apresentando resposta positiva

para a emissao de brotos (7,2) na espécie do mesmo género,Vellozia flavicans.

3.1.2 Efeito de diferentes concentracbes da BAP ou CIN na multiplicacao in vitro de
V. sincorana.
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De acordo com a analise de variancia a interacao entre asfontes de variacdes
Citocinina X Concentracdo foi significativa (p<0,05) para matéria fresca da parte
aérea (MFPA) e altamente significativa (p<0,01) para comprimento da parte aérea
(CPA) e comprimento da maior raiz (CMR) (Tabela 4). A fonte de variacao Citocinina
mostrou-se significativa (p<0,05) para numero de brotos (NB), porcentagem de
explantes responsivos (%ER) e matéria fresca da raiz (MFR) e altamente
significativa (p<0,01) para numero de folhas (NF), matéria seca da parte aérea
(MSPA) e matéria seca da raiz (MSR). Na fonte de variagdo Concentracdo do
regulador observou-se resultado significativo (p<0,05) para a variavél niamero de
folhas (NF) e porcentagem de explantes responsivos (%ER).

Para a varidvel nimero de brotos a maior média (0,30) foi obtida com a
utilizacdo da cinetina no meio de cultura (Figura 3A). Resultado oposto foi observado
por Freitas Neto (2009) que obteve maior emisséo de brotos (7,2) com adicdo de
BAPem comparacdo com o CIN, trabalhando com V. flavicans.Da mesma forma,
Carvalho et al. (2009) eAbdi et al. (2013) observaram resultados contrarios aos
obtidos para a espécie em estudo, com resposta satisfatoria para nimero de brotos
utilizando BAP, no cultivo in vitro de Ananas comosuse Aloe vera, respectivamente

Para a porcentagem de explantes responsivos, obteve-se valor superior (21%)
com a adicdo da cinetina no meio de cultivo, diferindo significativamente da
citocinina BAP que apresentou uma média de 8% (Figura 3B). Essa maior
responsividade dos explantes pode ser observada na figura 4, na qual observa-se
uma maior quantidade de brotos nos tratamentos que foram adicionados o CIN
guando comparado com os tratamentos com adicdo de BAP. Os resultados obtidos
para a espécie em estudo discordam de Jayakrishna et al. (2011), que em trabalhos
com Aloe barbadensis, observaram maior valor de responsividade com a adicao da
citocinina BAP ao meio de cultura.
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Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos (NB), numero de folhas (NF) e comprimento da parte aérea (CPA), porcentagem de
explante responsivos (%ER), matéria fresca (MFPA) e seca da parte aérea (MSPA), matéria fresca (MFR) e seca da raiz (MSR), nimero de raizes (NR) e

comprimento da maior raiz (CMR) de V. sincorana submetidos a diferentes concentracfes das citocininas BAP ou CIN.

Quadrados Médios

FV L
© NB NF CPA %ER MFPA MSPA MFR MSR NR CMR
Citocinina 1 0,0706* 1,1914** 2,1832**  36,2140**  0,0019** 0,0000** 0,0000* 0,0000** 0,1464"™ 2,6965**
Concentra. 4  0,0334™ 0,2948™ 0,6693**  13,7346* 0,0002* 0,0000™ 0,0000™ 0,0001"™ 0,1674™ 0,9195*
CitoxConc 4  0,0396™ 0,1043™  1,1991** 7,3634"™ 0,0003* 0,0000™ 0,0000™ 0,0000™ 0,1196™ 2,1631**
Residuo 40 0,0154 0,0948 0,1504 4,4982 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0752™ 0,3253
CV% 11,37 8,29 6,34 70,74 11,13 8,49 10,52 3,07 13,52 8,40

"Nao significativo; significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F; ~significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. Dados transformados (x+1)

172
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Figura 3 - Namero de brotos (A), % explantes responsivos (B), nimero de folhas (C), matéria fresca
das raizes (D), matéria seca da parte aérea (E) ematéria seca das raizes (F)de V. sincorana
submetidas a diferentes citocininas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% pelo teste Scott-Knott.

Embora na maioria dos estudos de micropropagacao in vitro a citocinina BAP
apresente melhor resposta para inducéo de brotos (Abdi et al., 2013),0s resultados
obtidos indicam aCIN como mais favoravel a emissao de brotos para a espécie em
estudo.

Considerando o numero de folhas, de modo similar as variaveis anteriores,
observou-se influéncia do tipo de citocinina, apresentando média superior com a
utilizacdo da CIN no meio de cultura (Figura 3C). Os dados obtidos discordam
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Dwivedi et al. (2014) que em estudo com Aloe vera obtiveram médias superiores

para numero de folhas com a utiliza¢do da citocinina BAP.

Figura 4 — Brotos de V. sincorana submetidos a diferentes concentragcbesde BAP ou CIN (A (0,0) B,
C,DeE (5,0;10,0; 15,0 e 20,0uM de BAP) F,G,H e I (5,0; 10,0; 15,0 e 20,0uM de CIN). Escala 1cm.

De acordo comBandinelli et al. (2013) o aumento no numero de folhas, esta
inter-relacionado ao maior niumero de entrends, ou seja, maior nimero de gemas,
sendo portanto sua elevacdo uma resposta positiva para inducdo de brotos, visto
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que,segundo Costa et al. (2010) entre o caule e a insercdo da folha ha producéo de
gema, podendo a mesma originar um broto, possibilitando assim incremento da taxa
multiplicativa.Essa relacdo positiva pdde ser observada no presente trabalho, pois as
maiores médias para numero de folhas foram obtidas nos tratamentos acrescidos da
cinetina, de modo similar ao observado para niumero de brotos.

Para matéria fresca e seca da raiz, observou-se influéncia do tipo de
citocinina, obtendo-se as maiores médias (2,13 e 0,25 respectivamente) com a
adicdo da cinetina (Figura 3D e 3F). Os dados obtidos discordam de Silva (2010)
que em trabalhos com Aechmea blanchetiana, observou resposta superior para
matéria freca da raiz, na auséncia de citocininas. O mesmo autor observou ainda
resultado oposto ao da espécie em estudo, para matéria seca da raiz,
obtendomédias semelhantes entre os tratamentos comadicdo de citocininas e o
tratamento controle.

De modo similar, obteve-se resposta favordvel nos tratamentos
suplementados com cinetina para a matéria seca da parte aérea de V. sincorana,
com maior média (1,94) observada ao utilizar o CIN no meio de cultura (Figura 3E).
Dados que discordam de Silva (2010) que em estudo desenvolvido com Aechmea
blanchetiana, ndo obteve diferenca entre as concentracdes de citocininas e o
tratamento controle para essa variavel.

E possivel observar médias reduzidas quando considerado a matéria seca
das raizes ou da parte aérea, sendo esses 0s valores reais de constituicdo do
esqueleto de carbono da planta, pois ndo apresentam a influéncia da agua.A média
diminuta obtida para as raizes nessa variavelcondiz com a acdo geralmente
observada das citocininas que nao estimulam o processo de formacdo das mesmas,
sendo segundo Grattapaglia e Machado (1998), na maioria das culturas, necessaria
a introducao das auxinas no meio de cultura na etapa de enraizamento.

Para a porcentagem de explante responsivo em relacdo a concentracdao de
citocininas obteve-se médias superiores em todos os tratamentos com adicdo de
reguladores, diferindo significativamente do controle (Tabela 5). Os dados do
presente estudo concordam com Abdi et al. (2013) que trabalhando com Aloe vera
observaram auséncia de brotos no tratamento controle e maiores médias na

presenca das citocininas BAP e CIN.
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Tabela 5 - Porcentagem de explante responsivo de V. sincorana submetida a diferentes
concentracgbes das citocininas BAP e CIN.

Concentracéao (UM) % de explante responsivo
0,0 1,00b
5,0 20,00a
10,0 12,50a
15,0 20,00a
20,0 17,50a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamenteentre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea, obteve-se influéncia do tipo e
concentragdo de citocinina com as maiores médias sendo observadas em altas
concentracbes de BAP 15,0 e 20,0uM(Tabela 6). Embora, segundo Flores et al.
(2009) elevadas concentragbes de BAP possam causar toxidez no cultivo in vitro, o
que resulta em inibicho no crescimento, a espécie em estudo apresentou
comportamento oposto. Os resultados obtidos discordam de Lima-Brito et al. (2011),
em trabalhos com Comanthera mucugensis,no qual observaram decréscimo do
comprimento da parte aérea na presenca do BAP, sendo obtida média superior na
auséncia do mesmo.

Em relacio a mesma variavel, obteve-se na presenca da cinetina
comportamento contrario ao do BAP, obtendo-se médias superiores nas
concentracdes 5,0 e 10,0uM e decréscimo do comprimento a medida que aumentou-
se a adicdo da mesma (Tabela 6).0s dados observados destacam a influéncia da
concentracdo e composicao do regulador de crescimento nas culturas, fatores que
influenciam o crescimento e desenvolvimento das mesmas (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO 1998). Resultado oposto ao do Candomba foi obtido por Silveira (2009)
em trabalhos com Neoglaziovia variegata, observando comprimento superior dos
brotos na auséncia de CIN.

Para matéria fresca da parte aérea, observou-se interacdo entre o tipo e a
concentracdo de citocininas ndo havendo diferenca entre as concentracdes de BAP
e sua auséncia. Para a cinetina, obteve-se médias superiores nas menores
concentracdes 5,0 e 10,0uM e declinio da matéria fresca has maiores concentracdes
testadas (Tabela 6). Esse comportamento € similar ao citado para comprimento da
parte aérea destacando-se a influéncia do regulador de crescimento nacapacidade

de promover ou inibir o ganho de matéria fresca dependendo da concentracdo
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utilizada.Esses dados contrapfe Santos et al. (2008) cultivando in vitro Ananas
comosus, que obtiveram declinio dessa variavel ao longo do aumento das

concentracdes de BAP.

Tabela 6 - Comprimento da parte aérea, matéria fresca da parte aérea e comprimento da maior raiz
de V. sincorana submetida a diferentes concentracdes das citocininas BAP e CIN.

Concentracao (uUM) Comprimento da parte aérea (mm)
BAP CIN
0,0 31,23aB 31,23aC
5,0 30,19bB 46,33aA
10,0 32,27bB 45,02aA
15,0 37,80 aA 38,62aB
20,0 39,25aA 36,05aB
Concentragdo(uM) Matéria fresca da parte aérea (mg)
BAP CIN
0,0 6,39 aA 6,39 aB
5,0 6,64 bA 12,29 aA
10,0 5,52 bA 10,16 aA
15,0 7,39 aA 8,52 aB
20,0 7,26 aA 8,94 aB
Concentracao(uM) Comprimento da maior raiz (mm)
BAP CIN
0,0 42,50 aA 42,50aA
5,0 30,61bB 52,94aA
10,0 37,97bB 52,18aA
15,0 49,46aA 48,70aA
20,0 53,36aA 47,07aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maildscula na coluna nao diferem estatisticamenteentre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Considerando o comprimento da maior raiz, observou-se resultado similar a
matéria fresca e comprimento da parte aérea com influéncia do tipo e da
concentracéo de citocinina. Para as concentragdes de cinetina utilizadas n&o houve
diferenca estatistica entre o controle e os demais tratamentos, no entanto, obteve-se
comportamento oposto com a citocinina BAP apresentando maiores médias no
controle e nas elevadas concentragbes utilizadas (15,0 e 20,0uM) (Tabela 6). Os

dados obtidos corroboram Silva (2010) que trabalhando com Aechmea blanchetiana,
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observou maior influéncia do BAP no comprimento das raizes.

A adicdo do BAP no meio de cultivo, geralmente provoca inibicdo do sistema
radicular nos vegetais, no entanto comportamento contrario foi observado nos
resultados obtidos para a espécie, evidenciando a inter-relacéo entre o balanco das
substancias de crescimento enddgenas e exdgenas para ainducdo ou inibicdo das
raizes (MONFORTet al., 2012)

Embora no presente estudo os resultados obtidos ndo apresentem alta taxa
de multiplicacdo, a cultura de tecidos deve ser considerada como possivel
alternativa sustentavel para a espécie esingular caminho para o desenvolvimento de
estudos fisiolégicos relacionados a resposta vegetal ao estresse. Essa
potencialidade tornou-se evidente diante do sucesso no estabelecimento in vitro do
Candomba e da acentuada emisséo de brotos observada em plantas estabelecidas
in vitro durante o periodo de cultivo, quando houve uma significativa reducédo da
quantidade de meio de cultura. E provavel que a emissdo de brotos devido ao
estresse hidrico esteja relacionada ao comportamento da espécie em seu ambiente
natural, no qual sua reproducdo estd diretamente relacionada a periodos de
gueimadas, sendo a exploracdo dessa capacidade um caminho oportuno para
alcancar elevada produtividade de mudas do Candomba.
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4CONCLUSOES

A cinetina apresentou melhor resposta para a inducdo de brotos, quando
comparado ao BAP.

Os reguladores nas concentracdes testadas ndo foram eficientes para a
obtencdo de uma taxa satisfatoria de formacéao de broto.

Sugere-se o0 desenvolvimento de novos experimentos com outras citocininas
isoladas ou combinadas com auxinas.

A cultura de tecidos deve ser considerada como possivel alternativa
sustentavel para a espécie e no desenvolvimento de futuros estudos fisiolégicos

relacionados a resposta vegetal ao estresse.
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RESUMO

Vellozia sincoranaAYENSU & SMITH é endémica do Campo Rupestre da Chapada
Diamantina, sendo conhecida popularmente como Candomba. Os caules e raizes
sao utilizados pela populacéo local para acender fogdes a lenha e na producao de
incenso respectivamente, devido a sua resina altamente inflamavel. Diante do
estimulodo fogo para a reproducdo do Candomba em ambiente natural, este
trabalho teve como objetivo analisar o comportamento dos brotos in vitro quando em
contato com o estresse, averiguando a capacidade de multiplicacdo da espécie.
Nesse sentido, os brotos foram expostos ao estresse térmico com a flambagem da
regido basal por diferentes periodos (0; 2; 4; 6; 8 e 10 segundos) e no segundo
experimento testou-se diferentes periodos (0,0; 4,5; 6,0; 7,5 e 9,0 min.) de exposi¢cao
de brotos a 105+1°C, em estufa. O meio de cultura utilizado foi o0 MS %
suplementado com 87,64mM de sacarose, 0,7% de &agar e 1 g.L™! de carvéo ativado
(meio basico). No experimento de estresse hidrico o0 meio basico foi suplementado
com diferentes concentracbes de agar (7,0; 14,0; 21,0; 28,0g) e noexperimento
seguinte o meio basico foi acrescido de diversas concentracdes de sacarose (87,64;
175,28; 262,92 e 350,56 mM).As maiores médias para numero de brotos e
porcentagem de explantes responsivos foram obtidos nos periodos de 6, 8 e 10
segundos de flambagem. As diferentes concentracbes de agar e sacarose, ndo
foram significativas para nenhuma das variaveis analisadas. No entanto, os dados
obtidos indicam elevadatolerancia da espécie ao estresse hidrico e térmico.
Palavras-chaves: Estresse hidrico. Estresse térmico.Tolerancia.
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ABSTRACT

Vellozia sincorana Ayensu & SMITHis endemic to Rupestres Fieldsof the Chapada
Diamantina, being popularly known as Candomba. The stems and roots are used by
local people to light wood stoves and production of incense respectively, due to its
highly flammable resin. Before the fire stimulus for playback Candomba natural
environment, this study aimed to analyze the behavior of in vitro shoots when
exposed to stress, checking the reproductive capability of the species. In this
sense,the potential was tested the capability for induction of shoots under thermal
stress at the basal region of the species for different periods (0.0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0or
10.0 seconds) and seguite experiment was tested different periods in the sterilizer
(0.0; 4.5; 6.0; 7.5 or 9.0 min.) and 105£1°C, in sterilize. The culture medium used
was MS/2 medium supplemented with 87.64mM sucrose, 0.7% agar and 1g.L™ of
activated charcoal (basicmedium). For drought stress basic medium was agar
supplemented with different concentrations (7.0; 14.0; 21.0; 28.0 g) and the following
experiment different sucrose concentrations (87.64; 175.28; 262. 92; 350.56 mM).
The highest average for number of shoots and percentage of responsive explants
were obtained in periods of 6, 8 and 10 seconds flame. The different concentrations
of sucrose and agar, were not significant for any of the variables. However, the data
indicate high tolerance of the species to water and heat stress.

Key Words: Water stress. Heat stress. Tolerance.
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1 INTRODUCAO

A Vellozia sincoranaAYENSU & SMITH,Veloziaceae, conhecida popularmente
como Candomba € uma espécie endémica da Chapada Diamantina, caracteristica
dos Campos Rupestres. Seu caule grosso e fibroso possui grande resisténcia as
queimadas, além de produzir uma resina que queima muito facilmente, mesmo
guando umida, favorecendo a propagacao de incéndios, caracteristica peculiar que
induz a retirada da espécie pela populacéo local para acender fogdes a lenha e para
a producdo de incenso, com a resina retirada das suas raizes (ALMEIDA, 2006).

Embora a densidade populacional do Candomba seja elevada, sua pequena
distribuicdo e a relacdo diferenciada com o fogo para a floracdo, combinadas com
uma exploracdo puramente extrativista, de suas raizes e troncos para o uso da
resina, tornam urgentes medidas para ampliar o conhecimento sobre a mesma que
ainda apresenta estudos restritos atrabalhos de taxonomia,ecologia e etnoboténica,
Ayensu e Smith (1976),Funch et al. (2004),Almeida (2006), Oliveira
(2008),Conceicao e Orr (2012) e Oliveira (2013) ndo havendo relatos na literatura
sobre sua propagacéo.

O cultivo in vitro tem sido utilizado para entender fisiolégica e
bioquimicamente o metabolismo dos vegetais, suas respostas e capacidade de
tolerancia em diversos trabalhos como os de Sa et al. (2014), Carvalho (2007) e
Viana (2005) em estudoscom estresse salino, térmico e hidrico,
respectivamente.Essa técnica apresenta vantagens na selecdo de gendtipos
resistentes a determinado estresse, devido apossibilidade de manutencdo em
ambiente controlado com meio de cultura contendo substancias e concentracdes
definidas(CANCADO et al., 2009).

A sacarosegeralmente € uma dessas substancias, sendo adicionada ao meio
de cultivo como fonte de carboidratos, o que proporciona energia metabdlica e
esqueleto de carbono para a biossintese de todos os compostos organicos
essénciais para o crescimento das células (CALDAS et al., 1988). Além disso, tem
influéncia ainda no potencial osmotico do meio de cultivo, podendo provocar
excessivo aumento desse potencial, quando adicionado em concentragdes acima de
4% (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Segundo Flores et al. (2013) esse

osmorregulador, quando adicionado em alta concentracdo ao meio de cultivo,
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poderia provocar a remocdo da agua intracelular, através do gradiente osmotico,
levando a alteracfes no crescimento e nas respostas fisiologicas dos vegetais.

Outro componente adicionado ao meio de cultivo, 0 agar, comumente
utilizado para solidificar 0 meio, possui a caracteristca de ser dissolvivel em agua
fervente e gelificado quando em temperatura ambiente, sendo geralmente
adicionado em concentracbes que variam de 0,4% a 1% no meio de cultivo
(CALDAS et al., 1998). A alta concentracdo de agar pode provocar aumento do
potencial osmatico, o que resulta em maior resisténcia a difusdo de nutrientes para o
explante (Leite,1993; Rezende et al., 2005), dificultando ainda, segundo Paiva et al.
(1999), a introducdo do explante no meio de cultura. O aumento do potencial
osmoético do meio pode induzir o estresse hidrico nos vegetais, possibilitando o
estudo da potenciabilidade da espécie na resposta ao deficit hidrico.

Em seu ambiente natural, os vegetais estdo expostos tanto a estresses
bidticos, quanto abidticos, os quais induzem uma modulacdo de respostas de
defesa, possibilitando a recuperacdo do metabolismo normal (SOARES; MACHADO,
2007; CLEMENTE-PEREZ; CADENAS-GOMEZ, 2012). Segundo Lacher (2003) o
estresse pode ser considerado, como um desvio das condicdes Otimas de
sobrevivéncia, provocando mudancas de todas as respostas do organismo, podendo
ser reversivel ou irreversivel, dependendo da duracdo e do limite de resisténcia da
planta.

A capacidade de tolerancia ao estresse dos vegetais vem atraindo
pesquisadores, com o intuito de selecionar plantas resistentes em programas de
melhoramento genético na busca por espécies cada vez mais tolerantes (WARG et
al., 2003) a estresse hidrico, alta temperatura, dentre outros, visando avan¢os na
agricultura.

As respostas da planta ao déficit hidrico sdo complexas envolvendo
tolerancia, adaptacdes e/ou efeitos danosos, respostas que diferem de acordo com o
gendtipo. Em geral ele esta inter-relacionado a tolerancia e sensibilidade a outros
estresses, como a alta temperatura, um dos mais criticos fatores que influenciam a
distribuicAo do ambiente fisico do vegetal, podendo afetar a fotossintese, a
estabilidade da membrana e sua estrutura celular (CHAVES et al., 2002; HOPKINS,
1999; TAIZ; ZEIGER, 2009).

A exposicdo do vegetal ao estresse pode provocar antecipacdo da

reproducdo, com a producao de flores e sementes antes que a agua seja totalmente
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exaurida, no caso de estresse hidrico ou acumulo de reservas direcionados para a
reproducao (CHAVES et al., 2002).

Nos casos relacionados a estresse térmico, plantas denominadas pirofiticas,
que sdo espécies com adaptacdes singularesaos ambientes de queimadas,
apresentam, apos alguns dias ou semanas da passagem do fogo intensa rebrota,
caracteristica provavelmente relacionada a acdo do fogo na quebra de dorméncia
das gemas(COUTINHO, 1994).

Com base nos conhecimentos sobre o estimulo do fogo para a reproducéo de
Candomba em condigbes naturais, este trabalho se prop6s a investigar o
comportamento dos brotos in vitro quando expostos a estresse, tendo em vista

avaliar a capacidade de multiplicacdo da espécie.



51

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos experimentos
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos

Vegetais (LCTV), localizado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

2.2 Material Vegetal
As sementes foram coletadas na Serra do Candomba, naChapada

Diamantina (BA) e armazenadas em sacos de papel sob a temperatura de 5+1 °C

em geladeira no LCTV.

2.3 Condicdes de Cultivo

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +
3°C, sob fotoperiodo de 16 horas e radiacdo fotossintética ativa de 60pmol.m2.s™.
Os experimentos foram realizados utilizando tubos de ensaio (25x150mm), contendo
10 ml de meio de cultura com os mesmos sendo vedados com Policloreto de
Vinila(PVC).

2.4 Estabelecimento in vitro de Vellozia sincorana

As sementes permaneceram em agua corrente por 30 minutos, foram
desinfestadas em alcool 70% (1min) seguido de hipoclorito de sédio a 2,5% mais
uma gota de detergente (10min), sendo posteriormente lavadas em agua destilada
estéril por trés vezes. A semeadura foi feita em meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) com metade das concentracfes salinas (MS %2) suplementado com
87,64mM de sacarose, solidificado com 0,7% de &gar e acrescido de 1g.L de carvao
ativado (meio basico). O pH do meio foi ajustado para 5,71 e o meio foi autoclavado
a temperatura de 121°C por 15 minutos (BORGES, 2013).

Plantas estabelecidas foram cultivadas in vitro por 2 anos, sendo transferidas
para meio da mesma composicdo, a cada 6 meses. Os brotos emitidos das plantas
foram transferidos e cultivados em meio basico para a execucdo dos experimentos

de multiplicacao.
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2.5Estresse Térmico
2.5.1 Efeito de diferentes periodos de flambagem na multiplicacéo in vitro de Vellozia
sincorana.

Microplantas com 60 dias foram submetidas a diferentes periodos de
flambagem, a qual consistiu na exposicao da regiao basal da microplanta ao fogo de
uma lamparina utilizando movimentos verticais. Os tratamentos consistiram de cinco
periodos de exposicao (0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e1l0 segundos) controlados por um
temporizador.Em cada periodo as microplantas entraram em contato com o fogo por
0, 4, 8, 12, 16 e 20 vezes respectivamente. Em seguida foram inoculadas em meio
de cultura basico.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
compostos por 10 repeticdes, cada uma com dois tubos. Ap6s 35 dias avaliou-se o
namero de brotos por explante, a porcentagem de explantes responsivos, 0

comprimento do maior broto e a porcentagem de sobrevivéncia do explante.

2.5.2 Efeito de diferentes periodos de exposi¢cdo a alta temperatura na multiplicacéo
in vitro de Vellozia sincorana.

Microplantas com 20 dias foram inoculadas em meio basico e mantidas em
estufa de secagem e esterilizagdo com temperatura de 105+1°C, regulada por um
termdémetro. Os tratamentos consistiram de cinco periodos de exposicao (0,0; 4,5;
6,0; 7,5; 9,0 minutos).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
compostos por dez repeticdes, cada uma com dois tubos. Apdés 30 dias foram
avaliados o nimero de brotos por explante, porcentagem de explantes responsivos e

porcentagem de sobrevivéncia.

2.6 Estresse Hidrico
2.6.1 Efeito de elevadas concentracdes de agar na multiplicacdo in vitro de Vellozia
sincorana.

Microplantas com 80 dias foram inoculadas em meio basico contendo
diferentes concentracbes de agar (7; 14; 21 e 28g). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, sendo o0s tratamentos compostos por nove repeticoes,

cada uma com dois tubos.
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Apo6s 85 dias avaliou-se o numero de brotos e porcentagem de explantes

responsivos.

2.6.2 Efeito de diferentes concentracdes de sacarose na multiplicacdo in vitro de
Vellozia sincorana.

Microplantas com 25 dias foram inoculadas em meio basico composto por
diferentes concentracbes de sacarose (87,64; 175,28; 262,92 e 350,56 mM). O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo o0s tratamentos
compostos por sete repeticdes, cada uma com dois tubos.

Apés 30 dias avaliou-se o numero de brotos,porcentagem de explantes

responsivos e porcentagem de sobrevivéncia.

2.7 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados, mediante a analise de variancia, sendo
transformados pela funcédo (x+1)Y2. As médias foram analisadas pelo teste Scott-
Knott e o programa utlizado foi o SISVAR, v 5.3, desenvolvido pela UFLA
(FERREIRA, 2011).
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3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estresse Térmico

3.1.1 Efeito de diferentes periodos de flambagem na multiplicacéo in vitro de Vellozia
sincorana.

De acordo com a analise de variancia, a fonte de variacdo periodo de
flambagem foi significativa (p<0,05) para as varidveis numero de brotos (NB) e
porcentagem de explantes responsivos (%ER), sendo altamente significativo
(p<0,01) para comprimento do maior broto (CMB)e porcentagem de sobrevivéncia
(%SOB)(Tabela 7). Esses dados tornam evidentes a sensibilidade diferenciada do

Candomba a acao do fogo.

Tabela 7 — Resumo da andlise de variancia para niamero de brotos (NB),% explantes responsivos
(%ER), comprimento do maior broto (CMB) e % sobrevivéncia (%SOB) de V. sincorana submetidas a
diferentes periodos de flambagem.

FVv GL Quadrados Médios
NB %ER CMB %SOB
Periodo/Flambagem 5 0,4626* 27,0069*  0,0917** 41,1005**
Residuo 54 0,1524 11,0908 0,0250 10,3527
CV% 31,89 103,10 56,84 45,54

*.Sigrllgicativo ao nivel de 5% pelo teste F; Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.Dados transformados
(x+1)

A varidvel numero de brotos apresentou médias superiores (0,85, 1,75, 1,10)
nos periodos de 6, 8 e 10 segundos de flambagem da regido basal diferindo
significativamente dos demais tratamentos testados(Tabela 8). A emissédo de brotos
apos a flambagem da parte basal da espécie em estudo, provavelmente esta
relacionada ao seu ambiente de origem, no qual ha ocorréncia de queimadas. A
denominacédo de fénix do reino vegetaldada a espécie em estudo por Oliveira
(2008),provavelmente esta relacionada a capacidade de regeneragdo da mesma,
apos a passagem do fogo. Além disso, a floracdo em abundancia posterior aos
incéndios e sua resina altamente inflamavel sugerem uma integracdo entre a V.
sincorana e as queimadas no processo evolutivo tornando-a um individuo
diferenciado, sendo altamente adaptado a temperaturas extremas.

Sugere-se que esses brotos séo oriundos de gemas protegidas por uma densa

guantidade de folhas que se dispbe em formato de roseta na base do rizoma.



55

Mecanismo similar foi observado por Neves e Conceicdao (2010) em trabalho
desenvolvido com a espécie Cottendorfia florida em ambiente natural, que rebrotou
de gemas protegidas pelas suas folhas rosuladas apés a queimada.

Outra regido da planta protegida em ambiente natural da acdo do fogo é o
meristema radicular, que é o principal local de sintese de citocininas livres(TAIZ;
ZEIGER, 2009). As raizes ficam resguardadasnointerior do solo, no quala
temperatura é amena marcando 40°C a 1cm, 33°C a 2cm chegando a 25°C em 5cm
de profundidade, conforme experimento realizado no Cerrado (COUTINHO,
2002).Considerando a emissédo de brotos observada, apés a flambagem da regido
basal do Candombé e a influéncia direta da citocinina na producao de brotos, pode-
se sugeriruma maior producéo desse regulador de crescimento pela espécie,apds o
contato com o fogo.De acordo com Kerbauy (2008) e Taiz e Zeiger (2009), a
elevacdo desse hormonio induziria uma relagéo fonte-dreno na planta com 0s novos
brotos agindo como drenos, tendo em vista que os nutrientes sdo preferencialmente
transportados e acumulados em tecidos com presenca de citocininas. Por
conseguinte, os recursos da planta seriam direcionados para a reproducao,

perpetuando a espécie.

Tabela 8 — Nimero de brotos (NB) e (%)explantes responsivos (%ER) de V. sincorana submetida a
diferentes periodos (0, 2, 4, 6, 8 e 10 segundos) de flambagem da regido basal.

Periodos (s) Numero de brotos Explantes Médias
responsivos (%) o

0,0 0,10 b 10,0 b a ot
2,0 0,25 b 10,0 b e
coluna

4,0 * * nao
difere

6,0 0,85 a 40,0 a m
estatist

8,0 1,75a 40,0 a icamen
te

10,0 1,10 a 30,0 a _entre
Sl ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott. * Dado Perdido.

Em relagdo a porcentagem de explantes responsivos, observou-se
comportamento similar sendo obtidos os maiores valores (40%, 40% e 30%) nos
periodos de 6, 8 e 10 segundos (Tabela 8)(Figura 5).

A populacéo de V. sincorana utilizadaapresentou diferenga de responsividade o
que se reflete no alto coeficiente de variacdoobtido,caracteristica que pode ser

associada a variabilidade genética dentro da espécie. Algumas microplantas



56

apresentaram resisténcia ao estimulo da temperatura tanto com a auséncia de
inducdo de broto e/ou emitindo apenas 1 propagulo, quanto microplantas com
elevada producdo com 8, 7 e 6 perfilhos. Resposta similar da influéncia do genatipo
foi relatada por Freitas Neto (2009) em trabalho com a Velloziaflavicans que
observou variabilidade marcante na resposta de plantas de uma mesma populagao
obtendo tanto plantas com grande numero de brotos (12), quanto outras que foram
denominadas recalcitrantes com a emissdo de apenas um, estando as mesmas
sobre igual concentracdo dos reguladores de crescimento BAP, CIN e AIB.

De acordo com Soares et al. (2012) o potencial morfogenético pode ser
influenciado pela variacdo de resposta entre genétipo,de forma marcante quando se
utiliza espécies selvagens que apresentam elevada variabilidade genética. Nesses
casos, 0 cultivo in vitro pode auxiliar na selecdo de clones com caracteristicas
superiores, ou seja, gendétipos com alta produtividade servindo de ferramenta para o
melhoramento genético (FERREIRA et al., 1998).

O processo de emisséo de brotos foi iniciado com 7 dias apds o contato com
o fogo, sendo observado o acentuado desenvolvimento dos mesmos (Figura 6).
Essacaracteristica pode ser observada em espécies de regibes onde ocorrem
gueimadas (Catry et al., 2007),as quais possuem alta resiliéncia, ou seja,
conseguem recuperar rapidamente caracteristicas anteriores ao fogo. Esse
comportamento foi reportado ainda por Coutinho (1994) que se refere a fascinante
rapidez e vigor das plantas para emitir brotacdes apds a ocorréncia de queimadas.

Para a variavel comprimento do maior broto, as maiores médias foram obtidas
nos periodos 6, 8 e 10 segundos, sendo observado diminuicdo do comprimento a
medida que se aumentou os tempos de flambagem (Tabela 9). Esse resultado pode
ser relacionado a superior emissdo de brotos nos tratamentos 8 e 10 segundos
provocando maior competicdo por nutrientes. Os resultados obtidos concordam com
Freitas Neto (2009) que observou similar resposta antagbnica entre comprimento e

numero de brotos em estudo desenvolvido com a V. flavicans.
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Figura 5- V. sincoranaaos 35 dias submetida a diferentes periodos de flambagem da regido basal (0-
A; 2- B; 6-C; 8-D e 10-E segundos). Escala 1cm.
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Figura 6-V. sincorana aos 7, 14 e 21 dias (1°, 2° e 3° coluna, respectivamente) submetida a
diferentes periodos de flambagem da regido basal (0, (A,B,C) 6, (D,E,F) 8 (G,H,l) e 10 (J,L,M)
segundos). Escala 1cm.
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Em relacdo a variavel porcentagem de sobrevivéncia do explante, observou-
se as maiores médias no tratamento controle e no tempo de 2 e 6 segundos com
diminuicAo da sobrevivéncia nos demais periodos testados (Tabela 9).Esses
resultados podem ser relacionados com o ambiente natural da espécie em estudo,
pois embora a mesma apresente protecdo das suas gemas contra o fogo rapido,
Kolberk e Alves (2008) constataram em trabalhos sobre a influéncia do fogo no
Cerrado, que uma queimada com intensidade elevada, devido a presenca de maior
material combustivel, prejudica de modo marcante as espécies adaptadas, podendo
provocar graves indices de mortalidade como foi observado por esses autores para

espécie Vellozia kolbekii.

Tabela 9 - Comprimento do maior broto (CMB) e (%) sobrevivéncia (%SOB) de V.sincorana
submetida a diferentes periodos (0, 2, 4, 6, 8 e 10 segundos) de flambagem da sua regido basal.

Periodos (s) Comprimento do maior Sobrevivéncia (%) “223'5}3
broto (mm) as pela

0,0 0,25b 75,0 a melserprg

2,0 0,00 b 95,0a mindsc

4,0 * * ula na

6.0 557a 60,0 a o

8,0 3,93 a 4500b difere
10,0 2,78 a 35,0b m

estatist

icamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.*Dado Perdido.

3.1.2 Efeito de diferentes periodos de exposicdo a alta temperatura na multiplicacéo
in vitro de Vellozia sincorana.
De acordo com a andlise estatistica a fonte de variacdo periodo n&o foi

significativa para nenhuma das variaveis testadas (Tabela 10). No entanto, pode-se
observar um alto grau de tolerancia a elevada temperatura da espécie em estudo,
pois ndo se constatou sinal visivel de estresse apds ser submetida a 105+1°Cem
nenhum dos periodos testados (Figura 7). Essas observacdes provavelmente estao
relacionadas a resisténcia natural do Candomba a altas temperatura em ambiente
natural, pois segundo Coutinho (1994) uma queimada provoca imediata elevacéo da
temperatura no local, tanto do ar, quanto do solo, sendo que a temperatura do ar

pode alcancar 800°C ou mais.
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Figura 7 — V. sincoranaaos 30 dias submetida a diferentes periodos a 105°C na estufa de secagem
(A-0; B-4,5; C-6,0; D-7,5; E-9,0minutos).Escala 1cm
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Tabela 10 — Resumo da andlise de varidncia para nimero de brotos (NB), (%) explantes responsivos
(%ER) e % sobrevivéncia (%SOB) de V. sincorana, submetidas a diferentes periodos de exposi¢éo a
alta temperatura.

ns,

FV GL Quadrados Médios Néo
NB %ER %SOB signif

cativo

Periodo 4 0,0081" 0,7449™ 0,2537" progg
Residuo 45 0,0444 7,9286 0,3383 bilidad
e pelo

CV% 19,34 116,87 5,86 teste
F.Da

dos

transformados (x+1)"?

E importante ressaltar a observagdo do broto diminuto na regido central da
folha de V. sicorana no tratamento que foi submetido a 6 minutos na estufa (Figura
8). Essa forma de emisséo de brotos diferenciada denominada de epifilia,segundo
Kerbauy (2008) ocorre naturalmente nas folhas de plantas do género Bryophilum.

Para a espécie em estudo, porém nao ha relatos na literatura dessa caracteristica.

Figura 8 — V. sincorana submetida a 6 minutos na estufa de secagem a temperatura de 105°C.Escala
lcm.

A inducéo de brotos no centro de folhas foi documentada em experimento com
plantas transgénicas de tabaco, na qual o gene IPT (isopenteniltransferase), um dos
genes responsaveis pela sintese da citocinina, foi induzido a se manifestar apenas
em partes especificas da planta. Nesses locais com emissdo de brotos, como

observado na folha constatou-se acumulacdo de citocinina (Kebauy, 2008). Esses
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dados reforcam a hipétese de que sobre estresse, o Candombé possivelmente

apresenta aumento na producgéo de citocinina, o que estimula a emissao de brotos.

3.2 Estresse Hidrico
3.2.1 Efeito de elevadas concentracdes de agar na multiplicacédo in vitro de Vellozia
sincorana.

A fonte variacdo agar ndo foi significativa para nimero de brotos (NB) e
porcentagem de explantes responsivos (%ER) (Tabela 11). Os resultados obtidos
sugerem desenvolvimento semelhante tanto utilizando (7,0 g.L™) de &gar, quanto em
sua maior concentracéo (28,0 g.L!). Os dados observados para a espécie em estudo
contrapfem Peixoto e Pasqual (1995) que constataram, em trabalhos com a videira,
reducdo do acumulo de agua nos tecidos nas maiores concentracfes de agar (10,5
g) adicionadas ao meio de cultura.Segundo esses autores, a concentracaoelevada
de agar provoca aumento no potencial osmético do meio, 0 que consequentemente
reduz a absorcdo de agua pelo explante e dificulta a difusdo de nutrientes no meio
de cultivo.

O comportamento similar do Candombé nas concentracdes de agar utilizadas
indica elevada tolerdncia a um baixo potencial hidrico, considerando ainda a

auséncia de sinais visiveis de estresse(Figura 9).

Tabela 11 — Resumo da analise de variancia para numero de brotos (NB) e % explantes responsivos
(%ER) de V. sincorana submetida a diferentes concentracdes de agar.

FV GL Quadrados Médios
NB %ER
Agar 3 0,0326" 6,9846"
Residuo 32 0,0237 5,2384
CV% 14,50 113,11

"™ N&o significativopelo teste F.Dados transformados (x+1)™
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Figura 9 - V. sincoranaaos 85 dias submetida a diferentes concentraces de agar (A-7,B-14, C-21 e
D-28 g). Escala 1cm.
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3.2.2 Efeito de diferentes concentracdes de sacarose na multiplicacdo in vitro de
Vellozia sincorana.

A fonte de variacdo Sacarose néo foi significativa para nenhuma das variaveis
analisadas (Tabela 12). No entanto, observou-sealta tolerancia ao estresse hidrico
da espécie em estudo, o que foi evidenciado pela porcentagem de
sobrevivénciasemelhante, observada no tratamento controle (92%) e na maior
concentracdo de sacarose utilizada (100%) (Figura 10).

Tabelal2—-Resumo da andlise de variancia para niumero de brotos (NB), % explantes responsivos

(%ER) e % sobrevivéncia (%SOB) de V. sincorana submetida a diferentes concentracbes de
sacarose.

Z 1 " N&
FV GL Quadrados Médios signi‘?i‘;
ativo
NB %ER %SOB [peta
Sacarose 3 0,1627" 19,0183 "™ 0,3021™ F-Dﬁg
Residuo 24 0,0630 6,5408 0,3021 transfo
rmado
CV% 22,30 105,69 5,53 S
(x+1)

Os dados obtidos para a espécie em estudo, provavelmente estdo
relacionados ao seu ambiente natural, pois segundo Concei¢do (2006) geralmente
espécies da familia Velloziaceae sdo capazes de sobreviver a situacfes de
restricdes hidricas, alta insolacdo, solos rasos, fortes ventos e oscilacbes diarias de
temperaturas.

A ocorréncia de queimadas pode ser considerada como um fator que
apresenta influéncia na resisténcia ao estresse hidrico, considerando que as altas
temperaturas provocam evaporacao de agua na planta e no solo. Além disso, outro
ponto a ser destacado é o efeito indireto posterior a passagem do fogo, que provoca
de acordo com Coutinho (1994), a total exposi¢cao da superficie do solo a radiacéo
solar diurna e irradiacdo noturna, elevando a amplitude das variagbes térmicas

diarias.
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Figura 10- V. sincoranaaos 30 dias submetida a diferentes concentracbes de sacarose (87,64- A;
175,28-B; 262,92-C e 350,56-D mM). Escala 1cm.

De modo similar ao obtido no experimento com estresse térmico a presenca

de broto na folha foi observada nesse experimento reforcando a influéncia do
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estresse na emissdo de brotos e provavelaumento na produgéo de citocinina (Figura
11).

Figura 11 - V. sincorana submetida a alta concentragédo de sacarose 350,56 mM. Escala 1cm.
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4CONCLUSOES

A flambagem da regido basal do Candomba foi mais eficiente na promocéao de
emissdo de brotos, quando comparada com a utilizacdo de reguladores vegetais,
sendo as maiores médias para numero de brotos obtidos nos periodos 6, 8 e 10
segundos de flambagem. Dentre os reguladores vegetais, a cinetina apresentou
melhor resultado para a inducdo de brotos, porém indica-se a realizacdo de novos
experimentos com outras citocininas isoladas ou combinadas com auxinas.

Sugere-se 0 desenvolvimento de estudos fisiol6gicos relacionados a
capacidade diferenciada da espécie de resposta ao estresse, diante da elevada
tolerancia a alta temperatura e ao estresse hidrico apresentada pelaV. sincorana.
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