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RESUMO EXECUTIVO

Este estudo é parte do projeto Taxonomia e propagacao de espécies vegetais nativas do
Quadrilatero Ferrifero/MG, o qual objetiva subsidiar acdes de conservacdo de espécies
raras, endémicas e ameacadas de extingdo nos campos rupestres ferruginosos de Minas
Gerais. Os campos rupestres ferruginosos, também conhecidos como cangas, Sao
ecossistemas que abrigam uma vasta diversidade botéanica. Devido a reducéo de habitat
natural, em decorréncia da intensa urbanizacdo do Quadrilatero Ferrifero/MG e extracao
de minérios nestas areas, diversas espécies entraram para a lista de ameacadas de
extingdo, como por exemplo a Sinningia rupicola. Devido seu status de conservagéo e
ocorréncia em area afetada pelo processo de mineragdo, foi estabelecida uma
condicionante ambiental para o Projeto GAP JANGADA VALE, com referéncia na
ANUENCIA N° 4 2018-NUBIO-MG DITEC-MG SUPES-MG - GAP JANGADA E FEIJAO,
processos PA: 118 2000 030 2013 e PA: 254 2004 050 2015. A demanda trata-se de
estabelecimento de "Plano de Trabalho para Atendimento a Condicionante Especifica 08:
Levantamento da ocorréncia, distribuicdo e proposicao de acdes de conservacao para as
espécies Mikania glauca e Sinningia rupicola, em razdo de sua condicdo de ameacada"”.
O estabelecimento de protocolos de germinacdo que assegure a producao de mudas de
qualidade é etapa crucial para a conservacao ex situ e também a manutencao das
espécies em seu ambiente natural através de introdu¢des ou enriquecimentos de
populagdes. Dentro desse contexto, a germinacdo e o cultivo in vitro constitui importante
ferramenta para potencializar a obtencao de propagulos em quantidade e qualidade
desejavel, visto que proporciona as condi¢cdes ideais para a germinacdo e o
desenvolvimento da plantula. O objetivo deste estudo foi avaliar a germinacdo de
sementes e o crescimento de plantulas de S. rupicola para estabelecimento de protocolos
de propagacao. Os estudos de propagacdao e aclimatacao de S. rupicola foram realizados
em duas etapas: i) uma primeira fase para estabelecimento de das condicbes de
germinacgdo, crescimento inicial e aclimatacao; ii) uma segunda etapa de escalonamento
e otimizacdo dos processos para producdo de mudas em maior quantidade. Na primeira
etapa do estudo, foram realizados testes de germinacdo em condicbes controladas,
incluindo o cultivo de sementes em meio de cultura com diferentes concentracdes de
sacarose e em areia. Observou-se que a auséncia de sacarose no meio de cultura
promoveu uma maior taxa de germinacdo, embora tenha aumentando o tempo médio de
germinacdo. A presenca de sacarose, mesmo em baixas concentracdes, estimulou o
crescimento das plantas. Apos 45 dias, as plantas cultivadas sem sacarose apresentaram
melhor desenvolvimento, com maior crescimento em altura, numero de folhas e raizes.
Durante a fase de aclimatacdo, concentragbes mais baixas de sacarose aumentaram a
sobrevivéncia das plantulas. Com estes resultados foram realizadas adequacdes ao meio
de cultura, usando reduzida sacarose e adicionando fertilizante para suprir 0s nutrientes
essenciais para o crescimento e desenvolvimento. Estas condi¢cdes nutricionais in vitro
proporcionaram elevada germinacdo e crescimento satisfatério das plantas, com o
desenvolvimento de raizes nas mudas que puderam ser facilmente serem repicadas para
a mistura de musgo chileno e isopor, etapa adicional ao processo de aclimatacdo que foi
ajustado visando aprimorar o crescimento. Apos 105 dias de aclimatagdo, as mudas
apresentaram 100% de sobrevivéncia e crescimento elevado, tendo em média 11 folhas.
Este estudo permitiu a elaboragdo de um protocolo de propagacao eficaz para a S.
rupicola, possibilitando a producéo de grandes quantidades de mudas com elevada
qualidade fisiologica. Tais resultados sdo essenciais para a preservacdo de espécies
ameacadas e, consequentemente, para a manutencdo da biodiversidade global e a
protecdo de ecossistemas criticos como 0s campos rupestres ferruginosos.



RESUMO

Os campos rupestres ferruginosos, também conhecidos como cangas, Sao
ecossistemas que abrigam uma vasta diversidade botanica, incluindo diversas
espécies raras e endémicas. Devido a reducao de habitat natural, em decorréncia da
intensa urbanizacdo do Quadrilatero Ferrifero/MG e extracdo de minérios nas areas
de canga desta regido, diversas espécies entraram para a lista de ameacadas de
extingdo, como por exemplo a Sinningia rupicola. O estabelecimento de protocolos de
germinacao que assegure a producao de mudas de qualidade é etapa crucial para a
conservacgao ex situ e também a manutencdo das espécies em seu ambiente natural
através de introducdes ou enriquecimentos de populacdes. Dentro desse contexto, a
germinacao e o cultivo in vitro constitui importante ferramenta para potencializar a
obtencéo de propagulos em quantidade e qualidade desejavel, visto que proporciona
as condicdes ideais para a germinagédo e o desenvolvimento da plantula. O objetivo
deste estudo foi avaliar a germinacédo de sementes e o crescimento de plantulas de
S. rupicola para estabelecimento de protocolos de propagacdo. Os estudos de
propagacédo e aclimatacdo de S. rupicola foram realizados em duas etapas: i) uma
primeira fase para estabelecimento de das condi¢cbes de germinacéo, crescimento
inicial e aclimatacédo; ii) uma segunda etapa de escalonamento e otimizacdo dos
processos para producdo de mudas em maior quantidade. Na primeira etapa do
estudo, foram realizados testes de germinacdo em condi¢des controladas, incluindo o
cultivo de sementes em meio de cultura com diferentes concentracdes de sacarose e
em areia. Observou-se que a auséncia de sacarose no meio de cultura promoveu uma
maior taxa de germinagdo, embora tenha aumentando o tempo médio de germinacao.
A presenca de sacarose, mesmo em baixas concentracfes, estimulou o crescimento
das plantas. ApGs 45 dias, as plantas cultivadas sem sacarose apresentaram melhor
desenvolvimento, com maior crescimento em altura, numero de folhas e raizes.
Durante a fase de aclimatacéo, concentracdes mais baixas de sacarose aumentaram
a sobrevivéncia das plantulas. Com estes resultados foram realizadas adequacdes ao
meio de cultura, usando reduzida sacarose e adicionando fertilizante para suprir 0s
nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento. Estas condicdes
nutricionais in vitro proporcionaram elevada germinacgao e crescimento satisfatério das
plantas, com o desenvolvimento de raizes nas mudas que puderam ser facilmente
serem repicadas para a mistura de musgo chileno e isopor, etapa adicional ao
processo de aclimatacao que foi ajustado visando aprimorar o crescimento. Apés 105
dias de aclimatacéo, as mudas apresentaram 100% de sobrevivéncia e crescimento
elevado, tendo em média 11 folhas. Este estudo permitiu a elaboracdo de um
protocolo de propagacao eficaz para a S. rupicola, possibilitando a producéo de
grandes quantidades de mudas com elevada qualidade fisioldgica. Tais resultados sédo
essenciais para a preservacao de espécies ameacadas e, consequentemente, para a
manutencao da biodiversidade global e a protecdo de ecossistemas criticos como os
campos rupestres ferruginosos.

Palavras-chave: Cultivo in vitro; plantulas; cangas; Gesneriaceae.



ABSTRACT

The ferruginous rocky fields, also known as "cangas," are ecosystems that harbor a
vast botanical diversity, including numerous rare and endemic species. Due to the
reduction of their natural habitat, primarily due to intense urbanization in the Ferriferous
Quadrangle in Minas Gerais, Brazil, and mineral extraction in the canga areas of this
region, several species have been added to the endangered list. An example is
Sinningia rupicola. Establishing germination protocols to ensure the production of
quality seedlings is a crucial step for ex situ conservation and also for maintaining
species in their natural environment through introductions or population enrichment.
Within this context, seed germination and in vitro cultivation constitute important tools
to enhance the acquisition of propagules in desired quantity and quality, as they
provide ideal conditions for seed germination and seedling development. The objective
of this study was to evaluate seed germination and seedling growth of S. rupicola to
establish propagation protocols. Propagation and acclimatization studies of S. rupicola
were conducted in two stages: i) an initial phase to establish germination conditions,
initial growth, and acclimatization; ii) a second stage for scaling up and optimizing
processes for mass seedling production. In the first stage of the study, germination
tests were conducted under controlled conditions, including seed cultivation in culture
medium with different concentrations of sucrose and in sand. It was observed that the
absence of sucrose in the culture medium promoted a higher germination rate,
although it increased the average germination time. The presence of sucrose, even in
low concentrations, stimulated plant growth. After 45 days, plants grown without
sucrose exhibited better development, with greater height, more leaves, and a more
extensive root system. During the acclimatization phase, lower sucrose concentrations
increased seedling survival. Based on these results, adjustments were made to the
culture medium, using reduced sucrose and adding fertilizer to supply essential
nutrients for growth and development. These in vitro nutritional conditions resulted in
high germination and satisfactory plant growth, with the development of roots in the
seedlings that could be easily transplanted into a mixture of Chilean moss and
Styrofoam, an additional step in the acclimatization process that was refined to
enhance growth. After 105 days of acclimatization, the seedlings showed 100%
survival and significant growth, with an average of 11 leaves. This study enabled the
development of an effective propagation protocol for S. rupicola, allowing for the
production of large quantities of seedlings with high physiological quality. Such results
are essential for the preservation of endangered species and, consequently, for the
maintenance of global biodiversity and the protection of critical ecosystems such as
ferruginous rocky fields.

Keywords: In vitro culture; seedlings, cangas; Gesneriaceae
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Figura 1. Planta adulta de Sinningia rupicola florida durante periodo de cultivo em casa
de vegetacédo (A) e sementes obtidas ap6s processamento dos frutos (B).

Figura 2. Sementes de Sinnigia rupicola durante periodo de germinacdo em areia e
meio nutritivo tipo MS com diferentes concentracdes de sacarose (0, 10, 20 e 30g9).

Figura 3. Germinacao (A), tempo médio de germinacéo (TMG) (B) e emissao de folhas
(C) em sementes de Sinningia rupicola cultivadas em meio nutritivo contendo
diferentes concentracdes de sacarose e em areia. Valores representam a meédia de 6
repeticdes contendo 50 sementes cada. Letras diferentes indicam diferencas entre os
tratamentos segundo o teste de Tukey (p < 0.05). Barra representa erro padrdo da
média.

Figura 4. Plantas de Sinningia rupicola provenientes da germinagdo de sementes
cultivadas em meio nutritivo com diferentes concentragdes de sacarose: 0g (A), 10g
(B), 20g (C) e 30g (D) ap0s 45 dias de germinacao.

Figura 5. Percentual de sobrevivéncia de mudas aclimatadas e imagens das plantulas
de Sinningia rupicola durante periodo de cultivo ex vitro em substrato comercial
Carolina Soil. As plantulas correspondem aos meios onde foram cultivadas em
diferentes concentracfes de sacarose. Valores representam a média de 6 repeticdes
com plantas advindas das 50 sementes inicialmente usadas para germinacao. Letras
diferentes indicam diferengas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey (p <
0.05). Barra representa erro padrdo da média.

Figura 6. Germinagdo de crescimento in vitro de Sinningia rupicola. Plantulas de S.
rupicola apoés (A) 120 dias de inoculacdo das sementes em meio de cultura e (B) ap6s
repigue com 150 dias. Detalhe para a presenca de sistema radicular nas plantas apos
o repique.

Figura 7. Mudas de Sinningia rupicola durante aclimatacdo em mistura de musgo
chileno e isopor. (A) Muda contida em frasco plastico usado para o cultivo in vitro, (B)
fechado com tampa perfuradas para trocas gasosas com o ambiente natural e (C)
detalhe de uma planta de S. rupicola com desenvolvimento vigoroso.

Figura 8. Crescimento de plantas de Sinningia rupicola durante aclimatacdo em musgo
chileno e isopor. (A) Evolugdo do numero de folhas ao longo 105 dias apos
transferéncia e (B) percentagem de plantas em cada classe conforme namero de
folhas apds 105 dias de aclimatacéo.
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1. INTRODUCAO
O aumento da degradacdo de ambientes naturais em virtude de acodes

antropicas tem proporcionado a perda gradativa da biodiversidade em todo mundo
(GATTI et al., 2021; SANTOS et al., 2021; SEYMOUR & HARRIS, 2019). A alteragéo
de habitats vem aumentando o risco de extincdo de varias espécies, evidenciando a
importancia do desenvolvimento de acdes de conservacdo ambiental (SAMPER,
2021; MREMA, 2020). A Organizacado das Nacbes Unidas (ONU) estabeleceu os
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) para a agenda de 2030,
estabelecendo o compromisso com a restauracdo de ambientes degradados (ODS
15). E esperado que aproximadamente 12 milhdes de hectares de florestas e demais
formacgdes vegetacionais nativas degradadas sejam restauradas.

A preocupagdo com a conservacdo ambiental € intensificada quando o
ambiente em questdo apresenta um elevado numero de espécies endémicas e raras,
como 0s campos rupestres ferruginosos. Também conhecidos como areas de cangas,
esses ambientes estdo localizados sobretudo na regido do Quadrilatero Ferrifero (QF)
em Minas Gerais e nas Serras de Carajas no Pard (SKIRYCZ et al, 2014). Esses
ambientes se destacam pela composicéo do solo e caracteristicas geologicas Unicas.
A composicdo mineral do solo, combinada com as condicfes climaticas especificas,
cria um micro-habitat singular que muitas espécies ndo conseguem encontrar em
outros lugares (CARMO & JACOBI, 2013). Essas areas abrigam uma grande
variedade de plantas e organismos adaptados a essas condi¢cdes extremas (Giuliette
et al. 2019). Devido a sua exclusividade, os campos rupestres ferruginosos tém
grande importancia em termos de biodiversidade e conservacdo. No entanto, esse
endemismo também os torna particularmente vulneraveis a perturbacbes e
degradacdo de habitat. A mineracdo, urbanizacdo e outras atividades humanas
impactantes representam uma ameaca significativa para esses ambientes Unicos
(CARMO & JACOBI, 2013; Giuliette et al. 2019). A medida que estas atividades
continuam a afetar essas areas, muitas espécies endémicas estao enfrentando riscos
crescentes de extingdo. E crucial entender a ecologia dessas espécies e as interacoes
complexas entre elas e seu ambiente para desenvolver estratégias de conservagao
eficazes.

A espécie Sinningia rupicola pertence a familia Gesneriaceae e tem sua
ocorréncia restrita a regido do QF no estado de MG. Trata-se de uma erva de pequeno

porte, com altura variando entre 0,2 a 0,4 metros (ARAUJO et al., 2020). Sinningia



rupicola possui caracteristicas xeromorficas, como caule tuberoso e folhas suculentas,
gue a ajudam a lidar com condicBes extremas. A espécie € encontrada principalmente
nas Serras da Piedade, dos Inconfidentes, entre outras, em substrato ferrifero acima
de 1.200 m de altitude (Araujo et al., 2005). Apesar de produzir sementes leves com
morfologia que facilita sua disperséo, a possivel restricdo de reserva nutritiva das
sementes proporciona baixas taxas de germinacdo, o que compromete a renovagao
das populacdes (RANIERI, 2007; 2011). Combinada a influéncia das atividades
humanas, como a urbanizacdo e mineragéo, a coloca em risco (Drummond et al.,
2005). Atualmente, a espécie é classificada como "em perigo” de extincdo (CNCFlora,
2021).

A conservacdo de espécies ameacadas em ambientes como as cangas é
crucial para a manutencédo da diversidade e dos processos ecoldgicos inerentes aos
seus ecossistemas (Drummond et al., 2005). Para espécies como S. rupicola, é
importante ressaltar que hé lacunas no conhecimento cientifico, com poucos estudos
dedicados a essa espécie e que subsidiam projetos de conservagado (Aradjo et al.,
2005; Ranieri 2006; Ranieri et al., 2007, 2011). Dada a sua vulnerabilidade e
endemismo, é crucial realizar pesquisas detalhadas para compreender melhor os
fatores que afetam sua sobrevivéncia e, assim, desenvolver estratégias eficazes para
a sua conservacao.

Para espécies que tém suportado a reducédo de suas populacdes em ambiente
natural, o sucesso de programas de conservagao perpassa, dentre outros fatores, da
capacidade de propagacédo, adaptacdo as mudancas do ambiente e da diversidade
genética existente. A propagacao sexuada € um dos meios com menor custo para a
obtencado de novos individuos e manutencao da diversidade genética. Para espécies
como S. rupicola, onde as sementes possuem reduzida reserva, a germinacao in vitro
pode ser uma alternativa para obtencdo de mudas de elevada qualidade fisioldgica e
em grandes quantidades.

A germinacgao in vitro consiste no cultivo de diasporos, sementes ou embrides
previamente esterilizados em meio de cultivo contendo agua, sais minerais, vitaminas
e uma fonte de carbono, comumente a sacarose (RONI et al., 2017). As condi¢des do
ambiente in vitro sdo controladas e através desta técnica € possivel obter o maximo
do potencial germinativo de diversas espécies, otimizando o processo de propagacao
e formacao de mudas de qualidade (UDOMDEE et al, 2014). Porém o comportamento

das plantas no ambiente in vitro pode ser genétipo dependente, variando muito de
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espécie para espécie (ULISSES et al., 2010). Assim, faz-se necessario o ajuste das
condicbes de cultivo, como a disponibilidade de sacarose no meio, visando adequar
as necessidades da espécie e obter altas taxas de germinacao e crescimento inicial.
Neste estudo avaliamos a germinagéo, crescimento in vitro e aclimatagao de
plantulas de S. rupicola para obtencéo de um protocolo de propagacao que possa ser
usado para producdo de mudas em larga escala. Foram utilizadas sementes coletadas
de matrizes mapeadas em areas de ocorréncia natural, assim como sementes de
plantas cultivadas em condigdes de viveiro, onde foi realizada polinizagao manual para

fecundacdo e producéo de sementes.

2. MATERIAIS E METODOS
Os estudos de propagacéao e aclimatacdo de S. rupicola foram realizados em

duas etapas: i) uma primeira fase para estabelecimento de das condi¢bes de
germinacdo, crescimento inicial e aclimatacdo; i) uma segunda etapa de
escalonamento e otimizacdo dos processos para producdo de mudas em maior
guantidade. A primeira etapa foi realizada no Instituto Tecnologico Vale
Desenvolvimento Sustentavel (ITVDS) em Belém/PA, enquanto a segunda etapa no

Centro de Biodiversidade da Vale em Nova Lima/MG.

2.1. Testes de germinacao, crescimento inicial e aclimatacao em condi¢coes
controladas
Para o presente estudo, as sementes de S. rupicola foram coletadas no

Quadrilatero Ferrifero no municipio de Ouro Preto/MG. As sementes foram enviadas
ao Laboratorio de Cultivo de Plantas do ITVDS, onde foram secas e armazenadas em
sacdes de papel e permaneceram em ambiente com baixa umidade do ar (20%) e
temperatura constante (cerca de 5 °C). As sementes foram submetidas ao processo
de assepsia em camara de fluxo laminar, onde ficaram sob agitagédo em alcool 70%
por 1 minuto e em seguida em solucdo de hipoclorito de sédio 4% por 5 minutos.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com agua deionizada autoclavada.
Em seguida, as sementes foram inoculadas em caixas tipo Gerbox® transparentes
contendo 30 mL de meio MS (Murashig & Skoog, 1962) com metade da concentracao
dos sais. O meio foi suplementado com phytagel (3.0 g L?) e diferentes concentracdes
de sacarose: 0 (controle), 10, 20 e 30 g L'%. Adicionalmente, sementes sem tratamento

asseptico prévio foram dispostas em placas transparentes contendo areia de quartzo
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estéril. O ensaio (in vitro e em areia) foi conduzido em camara de cultivo do tipo
Fitotron® (SGC 120, Weiss Technik, UK) com temperatura constante de 25 °C,
umidade relativa do ar em 60% e fotoperiodo de 12:12h para dia: noite e densidade
de fluxo de fétons de 80 pmol m? s,

As sementes foram distribuidas em 6 placas por tratamento, sendo 50 por
placa. O numero de sementes germinadas (emissdo de radicula) foi contabilizado
diariamente até completar o periodo de 45 dias. ApOs os 45 dias foram calculados a
taxa de germinacao (%), o tempo médio de germinacao (TMG) (LABOURIAU, 1983)
e o percentual de sementes germinadas que desenvolveram parte aérea. As plantulas
de sementes germinadas em areia foram transferidas para bandejas com células
cbnicas preenchidas com substrato comercial (Carolina soil) e mantidas em camara
de cultivo do tipo Fitotron® (SGC 120, Weiss Technik, UK) com as mesmas condi¢cées
ambientais descritas para o periodo de germinacdo. As plantas cultivadas in vitro
foram transferidas para o mesmo substrato ao término dos 45 dias, porém a umidade
relativa do ar foi ajustada para 80%. A reposicdo de agua ao substrato foi realizada
conforme necessidade em intervalos regulares de 2 dias. Ap6s 30 dias da retirada do
cultivo in vitro e transferéncia para aclimatacdo em substrato comercial foi avaliada a
sobrevivéncia das plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

2.2. Otimizacao e escalonamento da produg¢do de mudas
As etapas para o0 estabelecimento do protocolo para escalonamento da

micropropagacdo da S. rupicola foram desenvolvidas na Biofdbrica do Centro de
Tecnologia de Ferrosos (CTF) localizada na cidade de Nova Lima/MG.

Espécimes de S. rupicola foram coletadas em éareas de atendimento aos
Processos de Ampliagdo da Mina Horizontes e cultivadas em casa de vegetagao no
Centro de Biodiversidade da Vale em Nova Lima. Estas plantas sdo mantidas como
matrizes, sendo cultivadas para obtencédo de sementes e producdo de mudas (Fig.
1A). Frutos maduros (frutos com nervuras escurecidas) foram coletados e transferidos
para laboratério. Em condi¢des controladas, as capsulas foram abertas sobre papel
toalha para a retirada de sementes (Fig. 1B) e, posteriormente, 0.21g de sementes
foram transferidas para seringas de 10 mL. Para o processo de desinfestacdo das
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sementes foi utilizado o alcool etilico 70% e a solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO)
a 0.3%. Inicialmente, as sementes foram colocadas em um béquer graduado contendo
a solucéo de alcool 70% por 1 min e posteriormente a desinfestacdo realizada com
hipoclorito de sodio por 12 minutos. Durante este periodo as pontas das seringas
foram mantidas imersas na solucao objetivando evitar contaminac¢des cruzadas. Em
seguida, de outro béquer foi succionado solucdo de NaClO até preenchimento
completo da seringa (10 mL). As sementes e a solu¢cao foram homogeneizadas e o ar

sobressalente da seringa foi retirado. As seringas permaneceram por 12 minutos em

camara de fluxo laminar antes da inoculacéo.

Figura 1. Planta adulta de Sinningia rupicola florida durante periodo de cultivo em casa

de vegetacédo (A) e sementes obtidas ap6s processamento dos frutos (B).

ApOs o processo de assepsia em camara de fluxo laminar, aproximadamente
1 mL da solucdo contendo as sementes de S. rupicola foi adicionada em potes
contendo 22 mL do meio de cultivo composto por sacarose (15 g L) e fertilizante
B&G® (3 mL L1). O meio de cultura utilizado foi suplementado com carvéo ativado
(1.5 g LY) e agar nutriente (5 g L), como agente gelificante. Os meios nutritivos
tiveram o pH ajustado para 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a 121°C durante
20 minutos. Apés a inoculacéo, os potes foram fechados, vedados com filme plastico
e transferidos para sala de germinacao e crescimento sob condi¢des controladas, com

fotoperiodo de 12 horas e temperatura de em torno de 25 °C.
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O periodo de germinacédo e crescimento in vitro no meio de cultura teve
duracdo de 22 meses. Durante esse periodo foram realizados dois processos de
repicagem (mudanca dos explantes do meio de cultivo), aos 330 e 570 dias. Na 12
repicagem foram transferidos 10 individuos para cada pote contendo o meio de
cultura, enquanto na 22 repicagem as mudas foram transferidas para uma mistura de
musgo chileno e isopor, onde as plantas permaneceram em potes individuais (uma
planta por pote) em laboratério para desenvolvimento e aclimatacdo. Para esta etapa,
as plantas foram fixadas sobre a mistura de musgo chileno e isopor e os potes
fechados com tampas plasticas perfuradas permitindo trocas gasosas com o
ambiente. As plantas foram separadas 5 lotes com 15 plantas cada e mantidas em
prateleiras de cultivo com as mesmas condicbes ambientais do periodo de
germinacao de crescimento in vitro. A sobrevivéncia e o crescimento das plantas foi
avaliado aos 30, 60 e 120 dias apoés transferéncia para aclimatacdo, sendo

contabilizado as plantas vivas e o numero de folhas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Testes de germinacao, crescimento inicial e aclimatacao em condi¢oes
controladas
A germinagéo S. rupicola ocorreu em todos os tratamentos testados e iniciou

entre 0 8° e 10° dia de semeadura. As maiores taxas de germinagéo alcangaram cerca
de 30% e foram observadas em sementes mantidas tanto em areia quanto no cultivo
in vitro em meio de cultura sem a adicdo de sacarose. Esses resultados diferem de
observacdes anteriores, onde RANIERI et al. (2007) relataram que a espécie S.
rupicola apresentou uma taxa de germinacdo de 12% e que a emergéncia das
plantulas se iniciou ap6s 5 meses do plantio das sementes. Além disso, os resultados
obtidos por estes autores sugerem possiveis mecanismos de dorméncia em sementes
de S. rupicola , o que n&o foi observado em nosso estudo. Estas diferencas podem
estar associadas ao fato de Ranieri et al. (2007) terem usado sementes recém
colhidas, enquanto as sementes usadas no estudo atual foram armazenadas por
cerca de 12 meses. Neste caso, o periodo de armazenamento das sementes pode ter
sido suficiente para quebra de dorméncia, explicando tanto o menor tempo de
germinacao quanto a maior taxa de germinag&o.

No cultivo in vitro, a germinagéo de S. rupicola foi maior no tratamento com

auséncia de sacarose (Fig. 2A e 3A) e 0 aumento na concentracdo desta fonte de
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carbono levou a reducdo progressiva da taxa de germinacdo. Por outro lado,
sementes cultivadas em meio nutritivo sem adicdo de sacarose apresentaram uma
maior amplitude temporal para o processo de germinacgéao (Fig. 3B). Esses resultados
sugerem que a auséncia de uma fonte de carbono no meio pode ter retardado o
processo de germinacdo da espécie (uma vez que aumentou o tempo médio de
germinacao — TMG), porém nao afetou negativamente a taxa de germinacao, a qual
se manteve com meédias similares a de sementes mantidas em areia. O aumento na
concentracdo de sacarose no meio pode reduzir o potencial hidrico, limitando a
disponibilidade hidrica para a semente, afetando assim sua germinacdo (JOHNSON
et al.,, 2011). O efeito osmdético pode justificar 0 menor percentual sementes
germinadas observado no meio contendo a maior concentragéo de sacarose (30 g L
1) e 0 maior em areia, visto que nesse Ultimo o potencial osmotico é praticamente nulo.
No entanto, a presenga de sacarose no meio, mesmo que em baixas concentragdes,

aumentou significativamente a emissao de folhas (Fig. 3C) nesta fase inicial de cultivo.

— 0 10 20 30 Areia

Sacarose (g L)

Figura 2. Sementes de Sinnigia rupicola durante periodo de germinacédo em areia e

meio nutritivo tipo MS com diferentes concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30g).
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Figura 3. Germinacao (A), tempo médio de germinagéo (TMG) (B) e emisséo de folhas
(C) em sementes de Sinningia rupicola cultivadas em meio nutritivo contendo
diferentes concentracfes de sacarose e em areia. Valores representam a média de 6
repeticdes contendo 50 sementes cada. Letras diferentes indicam diferencgas entre os
tratamentos segundo o teste de Tukey (p < 0.05). Barra representa erro padrdo da

média.

Apbs os 45 dias de germinacgédo, as plantas cultivadas no meio sem sacarose
apresentaram um desenvolvimento superior, com maior crescimento em altura,
namero de folhas e desenvolvimento das raizes (Fig. 4A). A presenca da sacarose no
meio aumentou as brotacdes, porém influenciou negativamente no crescimento das
plantas (Figs. 4B, C e D). As plantas cultivadas nesses tratamentos apresentaram
menor desenvolvimento radicular, foliar e possivel reducdo na produgéo de pigmentos
fotossintéticos, levando em consideracdo a coloragdo das folhas. Essas
caracteristicas podem acarretar no aumento das taxas de mortalidade durante a etapa
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de aclimatizacdo, visto que as plantas podem n&o apresentar maturidade
morfofisioldgica para as condicdes ex vitro.

As limitagbes impostas pelo ambiente in vitro, como a reducdo das trocas
gasosas, promovem restricdes no processo fotossintético (HASSANKHAH et al.,
2014). Sendo assim, a sacarose é comumente utilizada no cultivo in vitro de plantas,
proporcionando condi¢des favoraveis para o crescimento das mudas (MORFOT et al.,
2015; SOUZA et al., 2020). Por outro lado, a adicdo de sacarose no meio pode
contribuir para a reducéo da capacidade fotossintética das plantas, uma vez que esse
carboidrato é a fonte priméaria de carbono para as mudas. Portanto, a reducédo nas
doses de sacarose e/ou alteracBes nas condicbes do ambiente in vitro podem
estimular o aumento da autotrofia em algumas espécies durante a micropropagacao
(LUCCHESINI et al., 2019; SCHMILDT et al., 2015).

Figura 4. Plantas de Sinningia rupicola provenientes da germinacdo de sementes
cultivadas em meio nutritivo com diferentes concentracdes de sacarose: 0g (A), 10g
(B), 20g (C) e 30g (D) apos 45 dias de germinacao.

Na etapa de aclimatizacdo, observou-se que para as mudas de S. rupicola nas
concentracbes de 20 e 30g de sacarose influenciaram negativamente na taxa de
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sobrevivéncia das plantas aos 45 dias de transplante, levando a reducéo significativa
(Fig. 5A). Esse resultado reforca que a adicéo de elevadas concentracdes de sacarose

no meio promove alterac6es morfofisioldégicas nas plantas que impactam diretamente

'-

b
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Figura 5. Percentual de sobrevivéncia de mudas aclimatadas e imagens das plantulas
de Sinningia rupicola durante periodo de cultivo ex vitro em substrato comercial
Carolina Soil. As plantulas correspondem aos meios onde foram cultivadas em
diferentes concentracGes de sacarose. Valores representam a média de 6 repeticdes
com plantas advindas das 50 sementes inicialmente usadas para germinagéo. Letras
diferentes indicam diferencas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey (p <

0.05). Barra representa erro padrdo da média.
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3.2. Otimizacao e escalonamento da produg¢do de mudas
Para o sucesso propagativo de plantas in vitro em larga escala se faz

necessario que o processo de assepsia seja realizado rigorosamente, porém sem
promover danos no material vegetal a ser inoculado. Cuidados extras devem ser
tomados devido ao grande niumero de materiais de propagacao que sdo manipulados
ao mesmo tempo. Neste estudo, onde foram usadas sementes de S. rupicola , o
hipoclorito de sédio (NaClO) na concentracdo de 0,3% e o alcool etilico 70%
mostraram-se eficientes para a assepsia das sementes, pois observou-se uma baixa
taxa de contaminacao (aproximadamente 2%) e uma elevada germinacéo, conforme
mostrado na Figura 6. Valores assim baixos de contaminacdo permitem que o

protocolo de propagacéo seja usado para obtencdo de mudas em larga escala.

12 de nov. de 2021 13:33:38
23K 609639 7775116

Antiga Estrada para Mbg
S b' AR

S

Figura 6. Germinacdo de crescimento in vitro de Sinningia rupicola. Plantulas de S.
rupicola apds (A) 120 dias de inoculagédo das sementes em meio de cultura e (B) apds
repique com 150 dias. Detalhe para a presenca de sistema radicular nas plantas ap6s

0 repique.

Diferente do observado na 12 etapa do estudo, onde foram usadas sementes
armazenadas por um longo periodo, nesta etapa onde as sementes estavam recém
colhidas, a germinacao iniciou cerca de 60 dias apés inoculacdo. Tal redugcdo do
periodo para iniciar a germinac¢do quando comparado ao observado por Ranieri et al.
(2007) pode estar associado as condi¢cBes favoraveis do meio de cultura, temperatura
e umidade empregadas nas condi¢des controladas; enquanto no estudo de Ranieri et
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al. (2007) o uso do substrato natural e as condi¢des climaticas flutuantes do ambiente
de ocorréncia da espécie podem ter influenciado diretamente nos resultados.

Os resultados anteriores permitiram adequar o meio de cultura para condi¢gbes
que permitem tanto uma boa germinacdo e também asseguram o crescimento inicial
vigoroso das plantas. Para tanto, foi decidido usar concentracéo baixa de sacarose no
meio de cultura e suplementar com fertilizantes, os quais deverao suprir as plantas
com nutrientes que permitem seu bom desenvolvimento. Desta forma, conforme se
observa na Figura 6B, as condi¢gbes nutricionais in vitro proporcionaram o crescimento
satisfatorio das plantas, com o desenvolvimento de raizes nas mudas que puderam
ser facilmente serem repicadas para a mistura de musgo chileno e isopor (Figura 7).
Nestas condi¢cbes, as plantas apresentaram sobrevivéncia de 100% e crescimento
vigoroso (Fig. 7). Em geral, o crescimento das mudas foi mais elevado nos primeiros
45 dias e se tornou praticamente estavel apos este periodo (Fig. 8A). Aos 105 dias de
aclimatacdo, a grande maioria das plantas apresentou até 12 folhas, havendo um
namero com mais de 20 folhas (Fig. 8B). Determinadas plantas alcancaram até 36

folhas durante este periodo, perfazendo uma média geral de 11 folhas.

: [

Figura 7. Mudas de Sinningia rupicola durante aclimatagdo em mistura de musgo
chileno e isopor. (A) Muda contida em frasco plastico usado para o cultivo in vitro, (B)
fechado com tampa perfuradas para trocas gasosas com o ambiente natural e (C)
detalhe de uma planta de S. rupicola com desenvolvimento vigoroso.
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Foi observado um desenvolvimento mais acentuado para as plantas do lote 2.
As plantas de lote, mesmo apresentando um numero de folhas iniciais similar ao dos
demais lotes, tiveram um acréscimo de folhas muito elevado nos primeiros 45 dias,
alcancando uma média de cerca de 20 folhas, praticamente o dobro dos demais (Fig.
8B). Todavia, nos 60 dias seguintes, tais plantas tiveram o numero de folhas reduzido
possivelmente associado a perda das folhas mais velhas. Sinningia rupicola é uma
planta perene, tem sua sobrevivéncia associada a formacdo de um tubérculo que
emite anualmente parte aérea (Ranieri et al. 2012). Perdas de folhas sédo geralmente
observadas para esta espécie e, em plantas cultivadas, esta perda de folhas mais

velhas tem sido comumente observada mesmo ao longo do periodo vegetativo.
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Figura 8. Crescimento de plantas de Sinningia rupicola durante aclimatacdo em musgo
chileno e isopor. (A) Evolugcdo do numero de folhas ao longo 105 dias apds
transferéncia e (B) percentagem de plantas em cada classe conforme namero de

folhas apo6s 105 dias de aclimatacéo.

4. CONSIDERACOES E PESPECTIVAS
O protocolo de propagacéo e aclimatagéo de S. rupicola foi desenvolvido e permite a

geracdo de elevado numero de plantas com elevada qualidade fisiologica. As
sementes de S. rupicola possivelmente apresentam algum grau de dorméncia
fisiologica e que pode ser superada com 0 armazenamento, uma vez que sementes
mantidas por cerca de 12 meses a temperaturas baixas apresentaram maior taxa de

germinacao e em poucos dias. A primeira etapa do estudo mostrou que o uso de
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concentracfes reduzidas de sacarose no meio € benéfico para o crescimento inicial e
aclimatacdo das plantas e serviu para definir a melhor estratégia para escalonar a
propagacédo visando a obtencdo de grande numero de mudas. Com a segunda etapa,
foi evidenciada que o acréscimo de um passo durante o processo de aclimatagcéo
(cultivo em musgo chileno e isopor) tem favorecido a obtencdo de mudas de
qualidade. A proxima etapa consiste na transferéncia destas plantas para o ambiente
externo, seja casa de vegetacdo ou viveiro, onde deveréo efetuar o desenvolvimento
e adaptacéo final antes de serem transferidas definitivamente para o ambiente natural.
Por outro lado, uma vez que germinacao em areia e crescimento inicial das plantas
de S. rupicola em substrato organico comercial foi favoravel, novos ensaios seriam
interessantes para verificar a viabilidade de producdo de mudas por este método,
atentando sobretudo para o crescimento e formacdo da estrutura de reserva

(tubérculo).
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