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INTRODUCAO GERAL

O bioma Cerrado € a segunda maior formacao vegetal brasileira depois da Amazonia e se
classifica como a Savana Tropical mais rica do mundo em biodiversidade (Ribeiro e Walter, 1998).
Concentra um terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna mundiais, sendo 44% de sua
flora endémica (Klink e Machado, 2005). Diante de tamanha riqueza e endemismo no Cerrado, a
necessidade de preservacao se torna presente. Porém, quando se observam dados de 2002, 55% da
porcdo original ja foi devastada, o que demonstra que a acdo caminhou no sentido contrario ao da
preservacdo (Machado et al., 2004). Tais dados podem se agravar para um cenario ainda pior, caso
politicas e acBes ndo sejam implantadas para conter a devastacao do bioma.

Entre os anos 60 a 70, do século XX, comecou uma onda de ocupacéo efetiva do Centro-
Oeste brasileiro, quando a urbanizacédo passou a se fazer mais presente, trazendo consigo estradas e
cidades. Além disso, a agropecuaria passou a desenvolver técnicas eficientes para a utilizagcdo massiva
dessas terras. O resultado disso foi uma forte pressdo antropica sobre as areas nativas desse bioma
(Marinho-Filho et al., 2010). O crescimento do agronegocio, no Cerrado, proporcionou um aumento
significativo na producdo agropecuaria no Produto Interno Bruto (PIB). Em 2006, por exemplo, o
agronegdcio na regido do Centro-Oeste ja contribuia com 33% do total do PIB referente aos produtos
gerados pelo agronegocio e empregava aproximadamente 40% da popula¢do economicamente ativa.
Esta expressiva contribuicdo dos produtos gerados pelo agronegécio ao PIB se contrapde com a perda
acelerada e desregulada de areas nativas e toda sua biodiversidade (Faleiro et al., 2008).

Este conflito de cenarios gera uma necessidade iminente de buscar uma solucdo para a
conservacéao das espécies nativas do bioma junto a manutencao da produtividade que esté alocada na
regido do Cerrado. Deve ser considerado ainda que varias das espécies vegetais sdo raras, endémicas
ou estdo ameagadas, 0 que aumenta a preocupagao com a conservagao.

Muitas dessas espécies, além de estarem enquadradas em alguma das categorias de risco da
Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN) pelo Centro Nacional de Conservagéo da
Flora (CNCFlora), apresentam um grande potencial ornamental, como por exemplo, espécies
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pertencentes as familias: Acanthaceae Juss., Bignoniaceae Juss., Campanulaceae Juss., Combretaceae
R. Br., Convolvulaceae Juss. e Malpighiaceae Juss. (Ramalho e Proenca, 2004; Mendonga et al.,
2008).

A familia Campanulaceae, abriga centenas de espécies espalhadas por todo o globo,
distribuidas em zonas tropicais e subtropicais. Presentes em lugares Umidos ou paludosos, as espécies
desta familia sdo encontradas em altitudes que variam de 0 a 4.000 metros (Borio, 1959). Esta
subdividida em cinco subfamilias, das quais duas (Campanuloideae e Lobelioideae) estdo
representadas no Brasil. Sendo constituidas por seis géneros com 56 espécies, sendo 39 delas
endémicas da flora brasileira (Vieira e Godoy, 2012).

Para Lammers (2011), a América é considerada a regido do mundo onde se encontra 0 maior
namero de espécies de Lobelia L: 415. No Brasil, este género esta representado por 21 espécies e esta
distribuido nas regides Norte (Acre, Amazonas, Roraima, Para,), Nordeste (Bahia, Ceara,
Pernambuco, Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul),
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina) (Vieira e Godoy, 2012).

As plantas do género Lobelia L. sdo herbaceas, robustas e ndo ramificadas acima do nivel do
solo, com caules frequentemente fistulosos. A base do caule apresenta numerosas raizes adventicias
que servem para dar apoio a planta, comumente encontrada em lugares brejosos. As folhas sdo
simples, alternas, sem estipulas e diminuem o seu tamanho na dire¢do do apice (Borio, 1959; Vieira,
1998; Lammers, 2011).

As plantas do género Lobelia L., frequentemente, possuem tricomas nas estruturas florais. Sdo
encontradas floridas a partir de 1 metro de altura e, como a inflorescéncia é politélica (indeterminada),
seu comprimento contribui para o comprimento total da planta. As inflorescéncias podem ser
racemosas e carregadas em um cacho terminal, onde s&o encontrados concomitantemente botbes
florais, flores e frutos (Vieira, 1998; Lammers, 2011). Devido as flores vistosas, as espécies da familia

Campanulaceae tém grande potencial ornamental, mas apenas algumas espécies exdticas sao



cultivadas no pais, como exemplo a Campanula medium (L.) Schur, espécie europeia e
comercializada no Brasil (Moreira et al., 2016).

Além das questbes expostas, 0 género Lobelia L., que possui espécies nativas em nosso bioma
que se desenvolvem em lugares brejosos, normalmente n&o utilizados pela agricultura, também possui
varias espécies que apresentam alcaldides com propriedades broncodilatadoras, anti-inflamatorias,
antiasmaticas, antitumorais e analgésicas conhecidas (Felpin e Lebetron, 2004; Ma e Wink, 2008; Li
et al., 2016; Brown et al., 2016; Stolom et al., 2016). Sao raros os estudos realizados até 0 momento
com a Lobelia brasiliensis e considerando a possibilidade de novas propriedades terapéuticas, a
realizacdo de um estudo fitoquimico, morfoanatdmico e de atividades bioldgicas desta espécie
justificam a realizacéo dessas pesquisas.

Como a reducdo e modificacdo de habitats sdo as ameacas prementes para a conservagdo de
Campanulaceae no Brasil (CNCFlora, 2012), estudos que ajudem na identificacdo, propagacao e
conservacao de espécies raras e ameagadas sdo bem vindos. Ainda que o cultivo in vitro seja um
procedimento relevante na propagacdo de diferentes espécies (Ledo et al., 2007), o nivel de
conhecimento sobre essa técnica em nativas arbustivas e herbaceas do Cerrado com potencial
ornamental € incipiente, pois essas plantas encontram-se, ainda, como uma espécie ndo domesticada,
apresentando grande variabilidade genética (Almeida, 2009). Dentre as aplicacfes da cultura de
tecidos vegetais, a micropropagacao € a técnica de maior impacto e de resultados mais concretos
(Grattapaglia e Machado, 1998); engloba diferentes etapas que vao desde o estabelecimento da
cultura in vitro até seu enraizamento, culminando com a aclimatizagéo da microplanta (Bastos et al.,
2007). Desta forma este trabalho se propbe a contribuir com informagdes que auxiliam na
identificagdo e propagacdo de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd (Campanulaceae).
A partir do estudo da morfologia do fruto, semente, plantula e processo de germinacgéo da espécie.
Assim como a influéncia de diferente substrato, incluindo a germinacéo in vitro, na sua germinacgao

e 0 emprego da técnica de micropropagacao e aclimatizacao.



REFERENCIAL TEORICO

1. Plantas raras e ameacadas

Sdo consideradas espécies ameacadas aquelas que, por algum motivo, o nimero de seus
individuos diminuiram na natureza, comparados a suas populacdes naturais, associado a diminuigdo
da area de distribuicdo, tendendo a extincdo. Sendo assim, diversos sdo 0s motivos que levam uma
espécie a ser considerada ameacada. Um mecanismo usado para a ciéncia destas espécies sao as Listas
Vermelhas (Redlist). Por meio destas, temos acesso a informacg6es reunidas de modo regional,
nacional ou mundial, sendo que o Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFlora) é
responsavel por diagnosticar, atualizar e propor novos mecanismos de gestao da Lista Oficial da Flora
Brasileira Ameacada de Extincdo (CNCFlora, 2012).

Uma espécie geralmente é considerada rara quando seus representantes estdo confinados a
uma pequena area (area de ocorréncia restrita), quando ocorrem sob condi¢des especificas (area de
ocupacao restrita) e/ou quando sdo escassos ao longo de sua distribuicdo (baixa densidade)
(Kruckeberg e Rabinowitz, 1985). Reveal (1981), afirma que:

"... raridade é meramente o0 estado atual de um
organismo existente o que, por qualquer combinacéo de
fatores bioldgicos ou fisicos, € restrito ou em numero ou
area para um nivel que é demonstravelmente menor do
que a maioria de outros organismos ou entidades

taxon6micas comparaveis".

O conceito de raridade, neste caso, esta intimamente relacionado ao conceito de endemismo,
uma vez que uma espécie endémica tende a ter uma distribuicdo restrita e muitas vezes um baixo
numero de individuos. Dentre a gama de espécies presentes nessas categorias, endémicas, raras e/ou

ameacadas, algumas apresentam um potencial ornamental.



2. Plantas com potencial ornamental

O prazer de cultivar plantas apenas pela composi¢do estética acompanha as atividades
humanas ha milénios. Civiliza¢des antigas ja haviam despertado o interesse de aumentar o bem estar
social e a qualidade de vida atraves desta pratica.

O conceito de planta ornamental é muito amplo. Mello Filho (1986) conceitua planta
ornamental como aquela capaz de despertar estimulos derivados de suas caracteristicas intrinsecas,
como colorido, textura, porte, forma, aspectos fenoldgicos, ou extrinsecas, como o balango ao vento,
a sombra projetada ou a composicao estrutural com a vizinhanca. Biondi (1990), por sua vez, enfatiza
0 aspecto estético, que se refere as caracteristicas da beleza e harmonia e que as plantas sdo passiveis
de manipulacéo por meio de suas qualidades fisicas e estéticas visando uma relacéo perfeita unificada
com outros elementos da composigéo. Esta autora ainda afirma que as plantas podem ser analisadas
esteticamente de acordo com as seguintes variaveis:

a) Linha e forma;

b) Cor;

c) Porte;

d) Textura;

e) Estrutura;

f) Simetria;

O bioma Cerrado, com seu alto nivel de espécies endémicas e suas diversas fitofisionomias,
tem um grande potencial para descoberta de espécies com esses atributos ornamentais e que podem
ser exploradas comercialmente para esta finalidade. Um fato muito importante é de que muitas destas
plantas de potencial ornamental do Cerrado estdo enquadradas em alguma categoria de risco de
extincdo pelo CNCFlora, presente em alguma Lista Vermelha. Logo, a propagacao destas espécies

ornamentais pode ser uma forma de conservacgéo e reintroducéo das mesmas no bioma.



3. Germinagéo

A germinacgéo das sementes pode ser definida como a emergéncia e o desenvolvimento das
estruturas essenciais do embrido, em que se manifesta a sua capacidade para dar origem a uma
plantula normal, em condigdes ambientais favoraveis (Borghetti e Ferreira, 2004). Esse & um processo
biolégico caracterizado por uma sequéncia ordenada de eventos bioquimicos, morfologicos e
fisiologicos que resultam na retomada do crescimento do embrido, originando uma pléantula (Costa e
Marchi, 2008).

Os principais fatores ambientais que influenciam a germinacéo das sementes sdo 0 oxigénio,
a temperatura, a luz e a 4gua. A é&gua é o fator que exerce maior influéncia sobre o processo
germinativo (Carvalho e Nakagawa, 2000), estando envolvida direta ou indiretamente em todas as
etapas do processo. Segundo Costa e Marchi (2008), a absorcdo de dgua pelas sementes contribui
para amolecer o tegumento, intensificar a atividade respiratoria, favorecer as trocas gasosas e induzir
a atividade e sintese de enzimas e hormonios. A entrada de 4gua nas sementes também promove o
aumento do volume do embrido e dos tecidos de reserva, resultando na ruptura do tegumento e na
protusdo da raiz primaria (Marcos Filho, 2005).

Outro fator ambiental que interfere tanto na porcentagem final como na velocidade de
germinacdo é a temperatura. As sementes germinam em uma faixa de temperatura variavel de acordo
com a espécie, sendo que a temperatura 6tima aquela quando ocorre 0 maximo de germinacdo em um
menor periodo de tempo (Carvalho e Nakagawa, 2000; Bezerra et al., 2002).

O substrato também é importante para a germinacdo, pois a capacidade de retencdo de agua e
oxigénio, a presenca de patdgenos e a estrutura fisica, dentre outros fatores, podem variar de um
substrato para outro, interferindo na porcentagem de germinacdo das sementes (Perez et al., 1999;
Wendling e Gatto, 2002; Floriano, 2004). Setubal e Afonso Neto (2000) citam que o substrato
também pode ocasionar a auséncia ou irregularidade de germinacdo, ma formacédo de plantas e o
aparecimento de sintomas de deficiéncia ou excesso de alguns nutrientes. Sendo assim, 0 substrato

deve apresentar condi¢des adequadas ao desenvolvimento do sistema radicular.



Em muitas espécies, a presenca de luz, de alguma forma, favorece a germinacao das sementes
- fotoblastismo positivo; e, em outras espécies, 0 comportamento germinativo das sementes é melhor
na auséncia do que na presenca de luz - fotoblastismo negativo (Labouriau e Valadares, 1976). Klein
e Felippe (1991) denominaram o carater fotoblastico positivo de “preferencial”, quando alguma
germinagdo ocorre na auséncia de luz, e de “absoluto”, quando a germinacao ¢ nula na auséncia de
luz.

Um procedimento recomendado para trabalhos de germinacéo de espécies ndo domesticadas
é a germinacdo in vitro, uma vez que auxilia na identificacéo da existéncia ou ndo de mecanismos de
dorméncia das sementes. Além disso, também possibilita identificar técnicas para acelerar e

uniformizar a germinacdo, principalmente com o uso de giberelinas (Pinto e Lameira, 2001).

4. Micropropagacao

A micropropagacao é uma técnica dentro da cultura in vitro de propagacdo assexuada, que
consiste em inocular e cultivar pequenos segmentos do caule contendo gema apical ou axilar em meio
nutritivo previamente esterilizado (Grattapaglia e Machado, 1998). Em muitos casos onde ndo ha
disponibilidade de semente ao longo do ano, baixa produtividade de sementes ou material vegetativo
escasso, essa técnica pode ser utilizada como alternativa para a producdo de mudas em larga escala,
principalmente para aquelas ameacadas de extin¢do (Wochok, 1981).

De acordo com Guerra et al. (1999), a principal vantagem da micropropagacao é a fixagdo de
ganhos genéticos nas populacdes clonais e a obtencdo de um grande nimero de plantas sadias e de
alta qualidade em pequeno espaco fisico e em curto tempo, independentemente de fatores climaticos
limitantes. Estes fatos de interesse para o cultivo de plantas frutiferas e ornamentais.

Murashige (1974) e Deberg e Maene (1981) sugerem que o procedimento da micropropagagéo
deve ser realizado seguindo as seguintes etapas:

Etapa I: selecdo da matriz e do tipo de explante.

Etapa II: selecdo do explante, desinfestacao e inoculagdo em meio nutritivo sob condigdes assépticas;



Etapa I11: multiplicacdo em meio de cultura;

Etapa IV: alongamento dos brotos.

Etapa V: transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e transplantio para
solo ou substrato e aclimatizacéo.

Na fase de multiplicagdo, alguns reguladores de crescimento vegetal s&o usados,
principalmente as citocininas, para o crescimento de gemas adventicias e propagacao da parte aérea
(Shahzad et al., 2012). Para isto, sdo usadas substancias como: etanol 70%, cloreto de mercurio e
compostos inorganicos derivados do cloro, sendo o mais usado hipoclorito de sédio e hipoclorito de
calcio (Gomes et al., 2010). J& a fase de aclimatizacdo das plantas oriundas do cultivo in vitro é
apontada como uma das mais criticas do processo, onde ocorre a maioria das perdas (Guerra et
al.,1999). Para a reducdo destas perdas, a descontaminacdo dos explantes é imprescindivel.

Diversos protocolos de micropropagacéao tém sido pesquisados para viabilizar a producédo de
espécies do Cerrado, sejam elas com valor comercial, ornamental, medicinal ou ecoldégico, como é o
caso das espécies: Lychnophora ericoides Martins (Pereira et al,; 2005); Jacaranda ulei Bureau &
K. Schum. (Fukuda, 2011); Ruellia nitens (Nees) Wassh., Ruellia incompta (Nees) Lindau e Justicia
lanstyakii Riz. (Lima, 2012). Em se tratando da espécie Lobelia brasiliensis, pesquisada neste
trabalho, ndo existem estudos de germinagdo e micropropagacado que possibilitem a elaboracdo de
protocolos que venham a auxiliar a propagacdo e a conservacdo desta espécie de potencial

ornamental, rara, ameacada de extingdo e endémica do Distrito Federal.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
e Obter plantas de Lobelia brasiliensis enraizadas e prontas para o transplantio, por meio
da micropropagagdo ou germinacao.
Objetivos Especificos
o Descrever as caracteristicas morfologicas do fruto, semente e plantula de Lobelia
brasiliensis;
o Estabelecer protocolos de germinacdo para Lobelia brasiliensis, testando varios
substratos para a espécie;
o Estabelecer protocolos de micropropagacéao para Lobelia brasiliensis;
o Estabelecer protocolos de aclimatizacao para Lobelia brasiliensis;
o Comparar as plantulas originadas por germinacgdo in vitro com aguelas germinadas ex

Vvitro;
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CAPITULO 1
Capitulo formatado para submissdo na Botany (Impressa) -Qualis B1

Descricdo Morfologica dos Frutos, Sementes, Plantulas e da Germinacédo de

Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd (Campanulaceae)

Rafael Pereira Niemeyer*!, Renata Uchda Alves?, Llcia Helena Soares-Silva2, Conceicio Eneida dos

Santos Silveira?
RESUMO

Objetivou-se neste trabalho descrever as caracteristicas morfoldgicas de frutos, sementes, plantulas e
da germinacéo de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd. Para a descri¢do de frutos e
sementes foram analisados o formato, cor, textura, brilho, peso, dimensdes (comprimento e largura)
e nimero de sementes. Para descrever as fases da germinacdo e plantulas foram selecionadas,
aleatoriamente, 40 individuos germinados em substrato vermiculita, em casa de vegetacdo, irrigadas
por aspersdo e 40 individuos germinados in vitro em meio agar-dgua e mantidos em sala de
crescimento a 25 °C (+2 °C), fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 41 umol.m™2.s™. Foram
analisados o tipo, forma e coloracdo da raiz, pilosidade, forma e coloracdo do hipocétilo, textura,
forma, tipo de margem, apice e base dos cotilédones e eofilos. As sementes iniciaram a germinacéo,
aproximadamente, 5 dias apds a semeadura com a protrusdo radicular. As plantulas de L. brasiliensis,
apos 60 dias, apresentaram hipocotilo curto, cilindrico, ereto, de coloracdo verde claro e glabro. A
germinacdo foi epigea e fanerocotiledonar, formando plantulas com sistema radicial ramificado e
raizes adventicias, eofilos distintos, morfologicamente, dos metafilos. A descricdo do processo
germinativo, juntamente com a morfologia de plantulas, constitui importante elemento de
reconhecimento da espécie.

Termos para indexacdo: Biometria de sementes, Cerrado, Endemismo, Espécie ameacada, Potencial

Ornamental.

*1 Mestrandos do Programa de P6s-Graduagdo em Boténica da Universidade de Brasilia, rpniemeyer@gmail.com.
2 Docente do Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia. 70910-100, Brasilia, DF.
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Morphological Description of Fruit, Seed, Seedling and Germination of Lobelia

brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd (Campanulaceae)

ABSTRACT

The objective of this work was to describe the morphological characteristics of the fruit, seeds,
seedlings and germination of Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd. For the
description of the fruit and seed were analyzed the shape, color, texture, gloss, weight, dimensions
(length and width) and number of seeds. In order to describe the germination and seedling phases,
were selected, randomly, 40 individuals germinated on vermiculite substrate in a greenhouse,
irrigated by spraying and 40 individuals germinated in vitro in agar-water medium and kept in a
growth room at 25 °C (£ 2 ° C), photoperiod of 16h, and light intensity of 41 umol.m2.s%. The type,
shape and color of the root, hairiness, shape and color of the hypocotyl, texture, shape, type of margin,
apex and base of cotyledons and eofilos were analyzed. The seed germination started about 5a days
after sowing with radicle protrusion. The L. brasiliensis seedlings after 60 days presented short,
cylindrical, erect hypocotyl, light green and glabrous. The germination was epigeous and
phaneroconuclear, forming seedlings with a branched root system and adventitious roots, and the
morphologically distinct phylum of the metaphyls. The description of the germination process,

together with the seedling morphology, constitutes an important element of species recognition.

Index terms: Seed biometry, Cerrado, Endemic, Threatened species, Ornamental Potential.
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INTRODUCAO

A familia Campanulaceae Jussieu é de distribuicdo cosmopolita, presente em uma grande
variedade de habitats e compreendem 84 géneros e cerca de 2400 espécies (Antonelli, 2008). Esta
familia é dividida em cinco subfamilias: Campanuloideae, Nemacladoideae, Lobelioideae,
Cyphocarpoideae e Cyphioideae, sendo Lobeliodeae a maior delas com 29 géneros e cerca de 1200
espécies, das quais metade sdo nativas da América do Sul (Lammers, 2007).

Espécies da subfamilia Lobelioideae, apresentam formas de vida variadas, destacando a
paquicaulia, desenvolvimento de caules eretos em plantas herbaceas, resultando em ervas com até 4
m de altura (Godoy, 2003). Representante importante desta subfamilia € o género Lobelia L, que
abriga centenas de espécies espalhadas por todo o globo, distribuidas em zonas tropicais e
subtropicais, em lugares umidos ou paludosos (Lammers, 2011).

A Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd (Campanulaceae), foco deste trabalho,
estd geograficamente isolada das demais espécies da subsecdo Lobelia. Sua area de distribuicdo esta
concentrada no Distrito Federal-Brasil, em locais Umidos préximos a matas ciliares e cerrados ou
espacos abertos (Vieira e Sherpherd, 1998). Pouco se conhece sobre a Lobelia brasiliensis. No
entanto, a espécie ja esta presente na lista vermelha (Redlist) do CNCFlora, visto que se enquadra nos
critérios de extincdo da Unido Internacional para Conservacao da Natureza - IUCN (Martinelli et al.,
2014).

Na Botéanica Sistematica somente os caracteres de planta adulta sdo, frequentemente,
utilizados, enquanto as caracteristicas das plantulas sdo pouco usadas, talvez pela limitacdo de dados
e auséncia de tradicdo em usa-las (Silva et al. 2008). O reconhecimento morfoldgico das espécies em
suas fases iniciais de vida agrega valores importantes para a taxonomia de diversos grupos vegetais,
pois amplia a quantidade de informacGes morfologicas que podem ser utilizadas em conjunto com os
caracteres tradicionalmente empregados para a identificacdo das espécies, proporcionando maiores
chances para a correta identificacdo (Gurgel et al., 2012), assim como nos trabalhos realizados por
Sousa et al. (2009, 2011) e Carvalho-Sobrinho e Queiroz (2011). No entanto, ainda observa-se uma
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enorme lacuna de estudos sobre a caracterizagcdo morfolégica de pléntulas para varios grupos e uma
escassez de espécimes no estagio de plantula nos herbérios, restringindo, consequentemente, o
conhecimento referente a taxonomia e biologia das espécies vegetais (Alves et al., 2013).

Estudos morfoldgicos de frutos, sementes, plantulas e mudas sdo essenciais para 0
reconhecimento das espécies em campo, estudos de recuperagdo de areas degradadas e catalogacéo
de espécies, porque possibilita uma identificacdo imediata e segura no campo (Barretto e Ferreira,
2011). Além disso, o uso de caracteres morfoldgicos contribui para estudos ecoldgicos relacionados
ao conhecimento da espécie, mecanismos de dispersao, sucessao ecoldgica e regeneracao natural,
como pode ser visto no trabalho desenvolvido por Alves et al. (2013) e Gogosz et al. (2015).

A biometria de frutos e sementes pode ser utilizada em programas de melhoramento, pois,
segundo Macedo et al. (2009) e Gongalves et al. (2013), os caracteres biométricos permitem a
diferenciacdo de espécies do mesmo género, a identificacdo da variabilidade genética dentro de
populagdes da mesma espécie e a andlise da relagdo entre esta variabilidade e fatores ambientais,
como foi observado nos trabalhos desenvolvidos por Faria et al. (2009), Silva et al. (2013) e Matos
etal. (2014).

Assim sendo, torna-se relevante o conhecimento sobre os caracteres morfoldgicos dos frutos,
sementes e plantulas de L. brasiliensis (Campanulaceae) para fornecer subsidios para estudos de
conservacao e propagacao da espécie. Nesse sentido, o estudo teve por objetivo ilustrar e descrever
as caracteristicas morfoldgicas externas dos frutos, sementes, plantulas e descricdo do processo

germinativo.
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METODOLOGIA

Frutos de Lobelia brasiliensis foram coletados em Abril de 2016 na zona de chacaras do
Corrego do Urubu - Regido Administrativa do Lago Norte, Brasilia-DF (15°42°33.70”S e
47°51°35.76”0). A populagdo com aproximadamente 10 individuos desta espécie se encontrava em
uma area de solo alagado, dentro de uma propriedade particular.

Foram utilizadas 100 cépsulas (frutos) e 100 sementes, escolhidas aleatoriamente, de frutos
manualmente coletados. As capsulas foram coletadas em momentos diferentes de maturacdo e
dispersao. Apos colhidas, as capsulas foram acondicionadas em sacos de papel kraft e armazenadas
a temperatura ambiente de 25 °C (x2 °C). As sementes utilizadas estavam soltas dentro do saco e ja
se encontravam fora do fruto.

A andlise dos frutos e das sementes foi realizada no Laboratdrio de Sementes Florestais e
Cultura de Tecidos e na Casa de Vegetacdo do Centro de Referéncia em Conservacdo da Natureza e
Recuperacdo de Areas Degradadas — CRAD-UnB.

Um material testemunho foi depositado no Herbario da Universidade de Brasilia- UB.

(Niemeyer et al. 01)

Morfologia de frutos e sementes — Para descricdo dos frutos foram utilizadas 100 unidades
escolhidas, aleatoriamente, ao montante coletado e os caracteres analisados foram: formato, cor,
textura, brilho, peso, dimensdes (comprimento e largura) e nimero de sementes por fruto. As
caracteristicas consideradas para a descricdo das sementes foram: formato, cor, brilho, dimensdes
(comprimento e largura) e textura. As observacgdes foram feitas a olho nu e com auxilio de lupa de
mesa e as medicdes foram feitas utilizando paquimetro digital (Digital Caliper®) e balanga de preciso
(Ohaus® Adventurer). O registro de imagem foi feito utilizando camera digital (Nikon® Coolpix
P510). Os metodos e termos adotados foram baseados nos trabalhos de Souza (2009), Almeida Jr. et

al. (2010), Gordin et al. (2012) e Duarte et al. (2016). A analise estatistica dos dados foi do tipo
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descritiva (média, mediana e desvio padrédo), utilizando o programa RStudio versdo 0.99.903, 2009-

2016.

Peso seco das sementes — A determinacdo do peso seco foi feita segundo as recomendacGes das
“Regras para Analise de Sementes” (Brasil, 2009). Como ndo foi possivel analisar o peso individual
das sementes, por ser inferior ao peso percebido pela balanga de preciséo (0,0001g), 1.000 sementes
foram pesadas visando indicar a média do peso fresco do lote e, posteriormente, foram
acondicionadas em estufa sem ventilacio forcada, a 80°C. As sementes permaneceram na estufa até
atingir peso constante e as medigdes foram feitas em intervalos de 24 horas. O teor de agua foi

calculado pela seguinte formula: U= Peso da &gua(Pa) / peso da matéria seca(Pms)/100.

Descricédo do processo da germinacéo e do desenvolvimento de plantulas - Foram semeadas 200
sementes em bandeja de germinacdo (isopor) utilizando como substrato vermiculita de granulagao
média, em casa de vegetacdo com irrigacdo por aspersores (2x ao dia por 207). Dessas foram
selecionadas 40 unidades para 0 acompanhamento do desenvolvimento das plantulas até atingir o
estagio de tirodendro. Considerou-se germinacéao a etapa compreendida entre emissdo da radicula e a
expansdo total dos eofilos, quando a plantula foi considerada estabelecida (Souza, 2003). Os autores
utilizados para categorizacao de tipo de plantula foram Duke (1965), Rizzini (1965) e Souza (2003).

Para visualizar o desenvolvimento das plantulas e seu sistema radicular, foram inoculadas 54
sementes em tubos de ensaio com 15mL de meio de cultura &gar-4gua (18 tubos com 3
sementes/tubo), mantidos em sala de crescimento a 25 °C (£2 °C), fotoperiodo de 16h e intensidade
luminosa de 41 umol.m™2.st. Dessas, foram selecionadas 40 unidades para avaliacdo dos caracteres
morfoldgicos das plantulas. A anélise desses caracteres foi feita até o 60° dia apos a semeadura, sendo
observados o comprimento, largura, tipo, forma, textura e coloracdo da raiz, hipocotilo, coleto,

cotilédones e eofilos.

22



RESULTADOS E DISCUSSAO
A Lobelia brasiliensis apresenta fruto seco do tipo capsula ovoide, bilocular e deiscéncia
parcial, pilosa, acompanhada por parte do perianto do tipo marcescente (Figura 1A-C), com estrias

transversais até a capsula ovoéide (Figura 1-D), e mais de 500 sementes por fruto.

Figura 1: Frutos de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd A: Fruto com o perianto;

B: Cépsula; C: Abertura loculicida parcial da capsula; D: Estrias transversais do perianto.

O epicarpo apresenta-se, externamente, castanho-claro, opaco, aspero e sem odores. As
sépalas apresentam cor pUrpura-clara e as pétalas, de coloragcdo castanho-claro e aparéncia
desidratada. A coloracdo do fruto varia de acordo com a maturacéo, modificando de castanho-claro
quando imaturo a castanho escuro, quando maduro. Evento parecido ocorre com as sépalas, as quais
variam de cor pdrpura-clara quando o fruto esta imaturo a castanho-claro quando maduros e as pétalas
passam de castanho-claro quando o fruto estd imaturo para castanho-escuro e aparéncia desidratada
quando maduro. As descricdes morfoldgicas para o fruto estdo de acordo com as caracteristica de
Campanulaceae, subgénero Lobelia L. (Lammers, 2007), bem como corroboram com as informacoes

descritas para a espécie (Vieira e Sherperd, 1998).
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Os frutos apresentam, em média, 9,331£0,74 mm de comprimento sendo o tamanho maximo
encontrado de 11,79 mm e o minimo de 7,99 mm (Figura 2). Para a largura, a média foi de 8,62+0,71
mm sendo o tamanho méximo encontrado de 10,71 mm e o minimo de 6,73 (Figura 2). O
comprimento dos frutos analisados neste estudo, coincidiu com a média descrita por Vieira e Sherperd
(1998), porém houve uma grande discrepancia na média da largura das capsulas medidas, que foi de
20-25 mm. Essa diferenca pode ser por conta das variacbes ambientais entre as populacgdes estudadas.

A espessura média do pericarpo foi de 0,09+0,02 mm, variando de 0,05 a 0,12 mm. J& o peso
médio fresco do fruto foi de 0,04+0,01 g, com variacdo de 0,004 a 0,07 g.

Os dados de frequéncia das caracteristicas biométricas mostraram que os frutos tiveram maior
uniformidade quanto a largura e o comprimento, sendo que 62% dos frutos encontravam-se entre 8 a
9 mm de lagura. Para o comprimento do fruto 63% da amostra estavam compreendidos entre 9 a 10
mm. Em relag&o ao peso, 67% dos frutos encontravam-se entre 0,03 a 0,05g. A espessura do pericarpo

teve uma concentragdo entre 0,08 mm e 0,10 mm (Figura 2).

T
1
N S R

8 ) 10 11 003 004 005 006 007 09 10 11 12 13 14

Comprimento Fruto Peso Fruto Comprimento Semente
- @ e ‘ L] —————— [r—— » -»
7 8 9 10 0.06 0.08 0.10 0.12 058 10 12
Largura Fruto Espessura Pericarpo Largura Semente

Figura 2: Distribuicéo da biometria de fruto e semente de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G.

J. Shepherd.

Em relacdo as sementes, essas séo lenticulares, bitegumentadas e exalbuminadas. Apresentam
testa levemente rugoso, fina e fragil, nacleo seminifero central com coloragdo castanho mais escura,

circundada por uma ala amarela, apenas na zona do funiculo a ala sofre uma leve reentrancia no
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tegumento (Figura 3). Pouca ou nenhuma variagdo morfoldgica foi visualizada no lote observado. O
teor de &gua foi 8,45%, 0 que sugere ser uma semente ortodoxa (Sert et al., 2009).

Os dados obtidos para morfologia da sementes corroboram com os resultados descritos por
Vieira e Sherpherd (1998) que descrevem-na como lenticulares, suborbiculares, amarelas, medindo
1,2 mm de comprimento e 1,0 mm de largura, descri¢fes que sdo semelhantes com as obtidas neste
estudo. Estas s&o muito numerosas dentro do fruto e, por serem aladas, sugerem disperséo pelo vento
(Lammers, 2007).

O comprimento medio das sementes foi de 1,14+0,12 mm, variando de 1,46 mm a 0,88 mm,
enquanto a média da largura foi de 1,02+0,01 mm variando de 1,23 mm a mais larga a 0,66 mm a
mais estreita (Figura 2). A maior porte do lote (53%) apresentou sementes entre 0,95 a 1,5mm de
comprimento. Houve uma maior homogeneidade nos dados da largura da semente, onde 73% da

amostra, encontrou-se no intervalo de 0,9-1,1 mm (Figura 2).

Figura 3: Semente de Lobelia brasiliensis. A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd AL: ala; FU: zona da

cicatriz do funiculo; NS: ndcleo seminifero.
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A germinacéo teve inicio com o intumescimento do nucleo seminifero nas primeiras 24 horas
(Figura 4A). A ala da semente tornou-se branco-translucida e a protusdo da radicula ocorreu na zona
da cicatriz do funiculo, a partir do 5° dia apds a semeadura. Esta é de cor verde escura, glabra, curta,
espessa (Figura 4B). No 7° dia ocorreu uma expansdo na zona do coleto e a diferenciacdo da raiz
primaria e do hipocotilo (Figura 4C). A partir dessa fase, o hipocotilo, que é de cor verde-claro e
glabro, se alonga podendo elevar o resto do tegumento para longe do substrato. A raiz priméria
apresenta-se bem formada e com diversos tricomas curtos e translicidos e a coifa apresenta-se
diferenciada (Figura 4D). Apos 10 dias da semeadura os cotilédones estdo totalmente expandidos, de
coloracdo verde-escuro (indicativo de tecido fotossintetizante), folidceos, com lamina ovado, apice
levemente retuso, base arredondada e margem inteira; nesta mesma fase também foi possivel observar
a gema apical (Figura 4E). Com 20 dias o primeiro eofilo estava bem formado, mas parcialmente
expandido. Ja o lado abaxial do eofilo e por¢do do hipocétilo proximo ao cotilédone apresentaram-se
de coloracdo purpuro escuro. A raiz priméria apresenta uma coloragdo rdseo-claro e ocorre o
surgimento de raizes adventicias (Figura 4F). No 30° dia ap6s a semeadura, o eofilo estava
parcialmente desenvolvido, os cotilédones um pouco maiores que na fase anterior e de coloracéo
verde claro; o hipocotilo ndo se expandiu e a raiz primaria e a raiz adventicia se alongaram (Figura
4G). Apos 60 dias da semeadura, a plantula estava com dois eofilos totalmente expandidos, que sdo
simples, com peciolo concavo convexo de coloracdo purpura, lado abaxial e adaxial da lamina verde
escuro com manchas nas tonalidades que vao de purpuro escuro a purpuro claro; sua lamina era
eliptico, de apice e base arredondados, margem crenada e com tricomas. Nessa fase, o hipocotilo
mostra-se curto, cilindrico, ereto de coloracao verde claro e glabro e o sistema radicular apreenta-se
bem desenvolvido, com diversas raizes secundarias (Figura 4H).

A porcentagem de sementes germinadas para estas observacdes foram de: 63% para as

colocadas em vermiculita e 85% para as germinadas in vitro.
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Figura 4: Fases da germinacdo da Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd in vitro. A (1°dia) inicio do desenvolvimento; B (5°dia)

protusdo da radicula; C (6° dia) diferenciacdo da raiz e do hipocétilo; D (8° dia) emergéncia do hipocdtilo; E (10°dia) expansdo dos cotilédones; F
(20°dia) desenvolvimento de raiz adventicia; G (30°dia) plantula com eofilos parcialmente expandidos; H (60°dia) plantula com eofilos expandidos.

(rd: radicula, cl: coleto, hp: hipocotilo, rp: raiz primaria, ga: gema apical, co: cotilédone, eo: eofilo, ra: raiz adventicia, rs: raiz secundaria).
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A plantula de L. brasiliensis é do tipo fanerocotiledonar epigea. O hipocétilo se alonga pouco
nos primeiros 60 dias, deixando os cotilédones muito proximos ao substrato, sendo funcionais até o
desenvolvimento tardio da plantula. O epicétilo é muito reduzido, o que torna muito dificil sua
visualizacdo e os dois eofilos diferem, morfologicamente, dos metafilos descrito por Vieira e
Sherpherd (1998). Até o 60° dia da semeadura, as plantulas ndo apresentaram nenhum metafilo e o
sistema radicular era ramificado, com a presenca de raizes adventicias na base do caule. Para o
acompanhamento da formac&o de metafilos um tempo maior de observacao serd necessario.

Assim como Lammers (2011) descreve para as plantas do género Lobelia L, a plantula de L.
brasiliensis é do tipo fanerocotiledonar e apresenta formacé&o de raizes adventicias no comeco de seu

desenvolvimento, mostrando sua aptidao para se estabelecerem em lugares brejosos.

CONCLUSAO

A observacdo por mais de 60 dias apds a semeadura, é necessario para a descricdo morfolégica
do epicétilo e dos metafilos.

Os aspectos morfoldgicos do fruto, semente, fases da germinacéo e plantula de L. brasiliensis
sdo bastantes homogéneos em todas as fases, portanto confiaveis para a identificacdo da espécie em
campo, identificacdo taxonémica, estudos de regeneracdo natural, interpretacdo de testes de

germinacéo e producdo de mudas.
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CAPITULO 2
Capitulo formatado para submissdo na Journal of seeds Science (Impressa) - Qualis B2

Germinacao in vitro e ex vitro de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.

Shepherd (Campanulaceae)

RESUMO

Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd é uma espécie de Campanulaceae rara,
ameacada, endémica do Distrito Federal e com potencial ornamental. Conhecer o processo da
germinacao e o desenvolvimento de plantulas desta espécie é fundamental como estratégia de cultivo,
para futura reintroducéo da mesma em seu meio natural. Com esse intuito, sementes foram coletadas,
em terreno alagado, proximo ao coOrrego do Urubu, Brasilia — DF. Para a germinagdo e
estabelecimento de plantulas de L. brasiliensis foram testados 5 diferentes substratos (areia lavada,
Bioplant®, terra do Cerrado, vermiculita e 4gar-agua). Os experimentos foram avaliados aos 30, 45 e
60 dias de cultivo e foram avaliadas as porcentagens de germinacéo, sobrevivéncia e contaminagao
(cultivo in vitro), tamanho do hipocoétilo e distancia entre o apice dos cotilédones (DAC). Com 60
dias, foram retirados individuos dos substratos e mensurados o tamanho e a quantidade total de raizes.
As plantulas germinadas in vitro obtiveram as maiores medias e as germinadas na areia apresentaram
as menores médias de germinacdo. Todos os tratamentos de desinfestacdo foram eficientes. Algumas
pequenas diferencas morfologicas entre as plantulas foram observadas entre os tratamentos de
germinacdo. Sementes de L. brasiliensis apresentaram altas taxas de germinacdo em todos 0s
substrato avaliados, porém a sobrevivéncia e o estabelecimento da plantula foram diretamente

relacionados a capacidade do substrato de reter agua.

Palavra-chave: Cerrado, espécie ameacada, plantula, substratos.
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Germination in vitro e ex vitro of Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.

Shepherd. (Campanulaceae)

ABSTRACT

Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd is a species of rare, endangered Campanulaceae
endemic to the Distrito Federal and with ornamental potential. To know the process of germination
and the development of the seedling of this species is fundamental as a strategy of cultivation and for
future reintroduction of the same in its natural environment. For this purpose, seeds were collected
on flooded land near the Urubu stream, Brasilia - DF. For the germination and establishment of L.
brasiliensis seedlings, 5 different substrates (washed sand, Bioplant®, Cerrado soil, vermiculite and
agar-water) were tested. The experiments were evaluated at 30, 45 and 60 days of cultivation and the
percentage of germination, survival and contamination (in vitro quantitative), hypocotyl size and
distance between the apex of the cotyledons (DAC) were evaluated. At 60 days, individuals were
removed from the substrates and the total root size and amount were measured. The germinated
seedlings in vitro obtained the highest averages and the germinated ones in the sand presented the
smallest means. All disinfestation treatments were efficient. Some small morphological differences
between the seedlings were observed among the germination treatments. Seeds of L. brasiliensis
germinated well in all substrate evaluated, but survival and establishment of the seedling are directly

related to the ability of the substrate to retain water.

Index terms: Cerrado, threatened species, seedlings, substrates.
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INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é caracterizado por sua sazonalidade pluviométrica e baixa
disponibilidade nutricional no solo (Goodland e Pollard, 1973), sendo esses estresses marcantes na
determinacdo das suas fisionomias e na composicdo floristica (Ribeiro e Walter, 1998). A
sazonalidade pluviométrica no Cerrado é marcada por “verdes” (Outubro a Abril) quentes e chuvosos
¢ “invernos” (Maio a Setembro) frios e secos (Ratter et al., 1997). A alta sazonalidade do bioma
influencia diretamente nos padrdes reprodutivos e vegetativos das espécies nele presentes. Desta
forma, as populacGes vegetais sdo altamente adaptadas aos fatores biodticos e abidticos do Cerrado
(Mantovani e Martins, 1988; Franco, 2002). Em relacdo ao processo germinativo, havendo
disponibilidade de oxigénio e de agua no solo, a temperatura e a luz sdo os fatores ambientais que
mais influenciam a germinacdo das sementes (Barbosa et al., 1999; Vieira et al., 2007).

A natureza do substrato impacta diretamente a germinacao, pois a capacidade de retencéo de
agua e oxigénio, presenca de patdgenos, estrutura fisica, entre outros, podem variar de um substrato
para outro, interferindo na porcentagem de germinacdo das sementes (Aguiar et al., 1993; Perez et
al., 1999, Wendling e Gatto, 2002; Floriano, 2004). O substrato deve apresentar condi¢Ges adequadas
ao desenvolvimento do sistema radicular. Setubal e Afonso Neto (2000) citam que o substrato pode
ocasionar a auséncia ou irregularidade de germinacdo, ma formacao de plantas e o aparecimento de
sintomas de deficiéncia ou excesso de alguns nutrientes.

O periodo inicial do ciclo de vida, da maioria das espécies vegetais, é considerado 0 mais
critico. Esse estagio é caracterizado por apresentar acentuada vulnerabilidade as condi¢fes ambientais
(Kozlowski, 1971; Duke e Polhill, 1981).

Uma alternativa para o éxito da germinacdo e desenvolvimento inicial das plantas sdo as
culturas in vitro, que apresentam condi¢Ges muito estaveis, que se adaptadas para as demandas de
cada espécie, tendem a propiciar um bom desenvolvimento das plantulas e obtencdo de mudas mais

homogéneas.
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A técnica da propagacdo in vitro de plantas possibilita a preservacdo e a reproducdo das
caracteristicas desejaveis da planta matriz, além de possibilitar a obtencdo de elevado nimero de
plantas em um curto periodo de tempo e espaco reduzido, em excelentes condi¢des fitossanitérias
(Grattapaglia e Machado, 1998; Pasqual et al., 2001).

Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd é uma espécie rara e ameacgada
(Martinelli et al., 2014) com potencial ornamental e fitoquimico (Tamboli et al., 2012), sendo que
estudos que explorem o processo germinativo desta espécie é nulo.

Diante do exposto, estudos que explorem o0s processos germinativos da espécie em questdo
sdo de extrema importancia para a preservacao, cultivo e reintroducdo da espécie em seu ambiente

natural.

METODOLOGIA

Sementes de Lobelia brasiliensis foram coletadas em Abril de 2016 na zona de chécaras do
Corrego do Urubu - Regido Administrativa do Lago Norte, Brasilia-DF (15°42°33.70”S e
47°51°35.76”0). A populacao com, aproximadamente, 10 individuos se encontrava em uma area de
solo alagado, dentro de uma propriedade particular.

As sementes utilizadas nos testes ndo passaram por qualquer tratamento pré-germinativo nem
de quebra de dorméncia e foram armazenadas por 6 meses em sacos de papel Kraft, no escuro e
temperatura ambiente.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes Florestais e Cultura de
Tecidos, Laboratorio de Tecnologia de Sementes e Biotecnologia e na Casa de Vegetacdo do Centro
de Referéncia em Conservacdo da Natureza e Recuperacdo de Areas Degradadas - CRAD, da
Universidade de Brasilia.

Germinacao ex vitro

O experimento comparou a germinacdo da semente e o desenvolvimento da pléantula de
Lobelia brasiliensis em quatro diferentes substratos, sendo cada um considerado um tratamento:
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vermiculita (granulacdo média), areia lavada, terra do cerrado (latossolo vermelho do horizonte B)
peneirada e Bioplant®.

Foram semeadas 200 sementes por tratamento, em bandejas de isopor, de modo que as
sementes ficassem na superficie, totalizando 800 sementes (2 sementes/célula). As bandejas foram
colocadas em casa de vegetacdo com irrigacdo diaria controlada por aspersores com 1 rega de 20" por
dia e iluminacéo indireta (sombrite 50%). O experimento foi conduzido por 60 dias e a emergéncia e
sobrevivéncia das plantulas foram avaliados de acordo com a metodologia recomendada por Maguire
(1962). Foram consideradas emergentes, as plantulas que apresentavam hipocotilo expandido acima
do nivel do substrato, observaces feitas com o auxilio de lupa de mé&o.

Com 30, 45 e 60 dias apdés a semeadura, foram medidas as distancias entre os &pices
cotiledonares, quantidade de eofilos e suas dimensdes (comprimento x largura).

Os parametros calculados foram: o tempo médio de germinacdo (TM), a velocidade de
germinacdo das sementes (V) em porcentagem e o indice de velocidade de germinagdo, assim como
o indice de velocidade de emergéncia (IVE), de acordo com Labouriau e Valadares (1976).

Ao final de 60 dias, até 40 plantulas normais (com aspecto morfolégico “saudavel”) de cada
tratamento, foram retiradas do substrato com o sistema radicular completo e colocadas em placas de
petri com &gua de torneira para evitar a desidratacdo durante as analises. Foram feitas as seguintes
medidas: distancia entre o apice dos cotilédones, numero de eofilos, dimensdes do eofilo
(comprimento x largura), comprimento do hipoc6tilo e o numero de raizes (secundéarias e
adventicias).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas utilizando o teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Germinagao in vitro

Dois experimentos foram realizados em condicdes in vitro com sementes de L. brasiliensis:
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Experimento 1: Desinfestacdo

O primeiro foi um experimento de desinfestacdo, em que as sementes foram separadas em trés
lotes de 100 para serem desinfestadas (este procedimento foi necessario devido ao diminuto tamanho
das sementes) e testadas em diferentes tempos de imersdo em hipoclorito de sédio (NaClO). Cada
lote foi imerso em alcool 70% (v/v) por 5 segundos, depois em hipoclorito de sodio (Qboa®) de 2,0-
2,5% de cloro ativo (v/v) por 5, 10 e 15 minutos, seguido de 3 enxagues em agua ultrafiltrada
autoclavada por 1, 2 e 3 minutos. Apo6s o processo de desinfestacdo foram inoculadas 54 sementes
por tratamento, em tubos de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL de &gar-agua (8 g.L™?), em
camara de fluxo laminar horizontal (ESCO®). Foram utilizados 18 tubos por tratamento, com 3
sementes por tubo. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.7+0.1 antes de ser autoclavado a 120
°C e 1 atm de pressdao por 20 minutos. Apos esse processo, 0s tubos com as sementes inoculadas,
foram mantidos por 30 dias em sala de crescimento a 25 °C (+1 °C), fotoperiodo de 16h e intensidade
luminosa de 41 pmol.m?.s. As observagdes foram feitas, diariamente, para avaliar a porcentagem

de germinacéo e de contaminacéo.

Experimento 2: Avalia¢do do desenvolvimento das plantulas

Um segundo experimento foi implementado para avaliar o crescimento das plantulas de L.
brasiliensis em condi¢es in vitro. Os resultados deste experimento foram comparados com aqueles
obtidos ex vitro.

As sementes foram desinfestadas, em lotes de 100, com alcool 70% (v/v) por 5 segundos e
depois com hipoclorito de sodio (Qboa®) de 2,0-2,5% de cloro ativo (v/v) por 5 minutos, seguido de
3 enxagues em agua ultrafiltrada autoclavada por 1, 2 e 3 minutos. Duzentas sementes foram
inoculadas em tubos de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL de agar-agua (8 g.L™) usando camara
de fluxo laminar horizontal (ESCO®). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.7+0.1 antes de ser
autoclavado a 120 °C e 1 atm de presséo por 20°. As culturas foram mantidas por 60 dias em sala de

crescimento a 25 °C (x1 °C), fotoperiodo de 16h e intensidade de luz de 41 umol.m?s? e
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inspecionadas, diariamente, com contagem das germinadas. Foi calculada a sobrevivéncia das
plantulas, de acordo com a metodologia recomendada por Maguire (1962). As sementes foram
consideradas germinadas quando da protrusdo da radicula; essas observagdes forem feitas com o
auxilio de lupa de méo.

Com 30, 45 e 60 dias ap6s a semeadura, foram medidas as distancias entre os apices dos
cotilédones, quantidade de eofilos e suas dimensdes (comprimento x largura).

Foram avaliados a percentagem de germinacgéo, tempo médio de germinacao e velocidade de
emergéncia. Os calculos foram realizados de acordo com a metodologia proposta por Labouriau e
Agudo (1987).

Ao final de 60 dias, 40 plantulas normais (aspectos morfoldgicos “saudaveis”) foram retiradas
do meio de cultura e colocadas em placas de Petri com agua de torneira para evitar a desidratagdo. Os
parametros avaliados, assim como a metodologia usada para o peso fresco e seco, foram 0s mesmos
da germinacéo ex vitro.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Para obter a normalidade
dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e, quando necessario, os dados foram transformados
por Vx+1. Foi feita uma anélise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey com 5% de probabilidade usando o programa SISVAR (Ferreira, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo médio de germinacdo (TM) variou significativamente entre os tratamentos. O maior
tempo para os tratamentos ex vitro foi a vermiculita (16,3 sementes por dia) e a areia (15,13 sementes
por dia) e 0 menor para o cultivo in vitro (7,9 sementes por dia). Para a velocidade de germinacao
(V), a germinacdo mais lenta foi para a vermiculita (0,06 sementes por dia) e a germinacdo mais
rapida para o cultivo in vitro (0,13 por dia). O indice de velocidade de germinacdo (IVG) para o
cultivo in vitro foi de 21,95 e para os tratamento ex vitro o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
0 maior foi do tratamento terra com 12,79 e o menor foi do areia com 9,35 (Tabela 1).
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A taxa de germinacao em agar-agua foi de 86% e a maior porcentagem obtida nos cultivos ex-
vitro foi de 77% em 2 tratamentos: terra e vermiculita. A menor porcentagem foi obtida para areia
com 66,5% (Tabela 1). As sementes de Lobelia brasiliensis ndo apresentaram nenhum tipo de
dorméncia, uma vez que as sementes da maioria das espécies germinaram prontamente quando as
condi¢bes ambientais sdo favoraveis (Carvalho e Nakagawa, 2000), e as taxas de germinagédo para
todos os tratamentos foram altas, passando dos 65%, sem nenhum tratamento pré-germinativo.

Assim como a porcentagem de germinacéo, a taxa de sobrevivéncia de plantulas na cultura in
vitro (100%) foi superior aos demais tratamentos. Para as culturas ex vitro, a maior porcentagem de
sobrevivéncia das plantulas foi em vermiculita (78,6%) e a menor foi no tratamento areia, com apenas
7,5% (Tabela 1). Como as caracteristicas do substrato, e as condi¢cbes ambientais estdo diretamente
relacionadas a velocidade de germinacgéo, taxas de germinacdo e de sobrevivéncia das plantulas
(Barbosa et al., 1999; Borghetti, 2000; Allison, 2002; Shirlayne et al., 2005; Andrade et al., 2006),
era esperado que as sementes germinadas em condicdes in vitro apresentassem as maiores taxas e
indices. Os substratos com maiores capacidades de retencdo de &gua propiciaram as melhores
condicOes de germinacdo e sobrevivéncia para a espécie. Por apresentarem tamanho muito pequeno,
as sementes possuem pequena quantidade de reservas e precisam retirar do substrato o aporte
necessario para continuar seu desenvolvimento, o mais rapido possivel, até seu estabelecimento.
Ressalta-se ainda que, geralmente, sementes que germinam mais rapidamente s&o menos afetadas por
microorganismos patogénicos (Lewis e Clements, 1999; Lanza et al., 2004).

Ao comparar o desenvolvimento das pléantulas, entre os cultivos ex vitro e in vitro, os
resultados do cultivo in vitro foram superiores em quase todas as etapas. Com 30 dias, a distancia
entre os cotiledones (DAC), para pléantulas cultura in vitro, (2,12 mm) foi maior do que em todos 0s
tratamentos ex vitro. Com relagdo ao comprimento do hipocotilo, ndo houve diferencas entre os
tratamentos, em todos foi menor que 1 mm. O numero total de eofilos no tratamento in vitro (1,19)
foi, significantemente, superior aos tratamentos com areia (1,00) e Bioplant® (1,05), mas ndo quando

comparados com a vermiculita (1,10) e a terra do Cerrado (1,07).
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Com 45 dias de cultivo, o DAC foi estatisticamente igual para todos os tratamentos. No
entanto, o comprimento do hipocétilo no tratamento in vitro foi, estatisticamente, superior a todos o0s
outros tratamentos ex vitro. O mesmo resultado foi observado em relagdo ao nimero total de eofilos,
onde o tratamento in vitro foi de 1,46, significantemente superior a todos 0s outros tratamentos ex
vitro (Tabela 2).

No 60° dia de cultivo, 0 DAC do tratamento in vitro foi de 2,57 mm, superior a todos 0s outros
tratamentos, e esses ndo diferiram entre si. A média do comprimento do hipocoétilo também foi
superior para a cultura in vitro (2,08 mm) e a maior média dos tratamentos ex vitro foi em vermiculita
(1,71 mm) e a menor em Bioplant® (1,47 mm). Para o niimero de eofilos, o cultivo in vitro também
teve a maior média (1,71) estatisticamente superior a todos 0s outros tratamentos (Tabela 2).

Ao final de 60 dias, apenas os tratamento in vitro, Bioplant® e vermiculita apresentaram 40
individuos, os quais foram usados para as anélises. As médias do tratamento “areia” foram realizadas
com 10 individuos e a do tratamento “terra” com 20, uma vez que a taxa de sobrevivéncia foi muito
baixa (Tabela 1).

Para 0 DAC, o cultivo in vitro foi significativamente superior (5,62 mm) comparado aos
outros tratamentos. Para o nimero total de eofilos a média da cultura in vitro foi de 1,71 e as
dimensdes do eofilo também foram superiores (2,21 mm x 2,12 mm). O comprimento do hipocoétilo
teve a media de 2,08 mm, nos tratamentos ex vitro e a média mais alta foi a da vermiculita com 1,71
mm (Tabela 3).

Os dados referentes a baixa porcentagem de germinacdo das sementes em solo arenoso,
desenvolvimento e sobrevivéncia (Tabela 1 e 2) foi possivelmente em decorréncia da estrutura fisica
da areia. Tal substrato apresenta alta porosidade, com particulas de maior diametro que tém menor
eficiéncia na adsorcdo de moléculas de agua devido a sua menor area superficial, em comparacédo a
solos com maiores proporc¢des de argila ou que retenham mais agua (Reis et al., 2002). Acredita-se

que, por ser o habitat natural de L. brasiliensis lugares com solo bastante umido a encharcado, os
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tratamentos que mantiveram essas caracteristicas (in vitro, terra do Cerrado, Bioplant®, vermiculita)
possibilitaram as maiores taxas de germinacao e sobrevivéncia.

Em areia, a dgua é drenada rapidamente e o processo de embebigdo da semente diminui, apesar
da irrigacdo diaria. De maneira semelhante, Scalon et al. (2003) observaram que o substrato areia ndo
é 0 mais adequado para a germinacdo de sementes de Caesalpinia pelthophoroides Benth. e Lima e
Dornelles (2002) observaram que, para trés espécies de Annona (A.crassiflora Mart., A. squamosa L.
e A. muricata L.), o substrato areia resultou nos menores porcentuais de germinagao.

Desse modo o elevado tempo médio de germinagdo para o tratamento areia possivelmente foi
em funcdo da baixa retencdo de &gua desse substrato, tornando a embebicdo da semente mais
demorada pela baixa disponibilidade de 4gua ao longo do tempo. E para a vermiculita, que apresenta
uma grande porosidade, as sementes possivelmente ficaram menos expostas a luz, fator determinante
para a germinacao das plantas pertencentes as Campanulaceae, que apresentam fotoblastismo positivo

(Koutsovoulou et al., 2014).
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Tabela 1 -Tempo Médio de Germinagéo (TM), Velocidade de Germinagio (V), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Porcentagem de Germinagéo

e Porcentagem de Sobrevivéncia da Plantulas de Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd Semeadas em 5 tratamentos diferentes.

Tratamento ™ \ Germinacao (%) Sobrevivéncia (%)
Terra do Cerrado 12,38 b 0,08 b 12,79b 77b 13,0d
Bioplant® 13,48 b 0,07b 10,77 ¢ 70b 47,1c
Areia 15,13 ¢ 0,07b 9,35d 66,5 b 7,5d
Vermiculita 16,34 c 0,06 b 10,29 ¢ 77b 78,6 b

In vitro 7,96 a 0,13a 21,95 a 86 a 100,0 a

* Para o tratamento in vitro foi analisado o indice de velocidade de germinacdo (IVG). Médias seguidas pela

mesma letra minuscula ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 - Médias dos parametros medidos das plantulas de Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd, com 30, 45 e 60 dias de cultivo in

vitro e ex vitro.

DAC* (mm) Compr. hipocétilo (mm) N° eofilos/plantula
Tratamentos 30 45 60 30 45 60 30 45 60
Areia 1,82 a 2,02 a 2,05a 1,00 a 1,00 a 1,54 ab 1,00 a 1,00 a 141D
Bioplant 1,99b 2,04 a 2,06 a 1,00 a 1,00 a 147 a 1,05a 1,08 ab 1,15a
Vermiculita 2,00 b 2,06 a 2,14 a 1,00 a 1,00 a 1,71b 1,10 ab 1,22 b 1,37b
Terra 2,04 bc 2,07 a 2,15 a 1,00 a 1,00 a 1,49 ab 1,07 ab 1,14 ab 143D
In Vitro 212¢c 2,25 a 257b 1,00 a 1,85b 2,08 ¢ 1,19b 1,46 ¢c 1,71c

*Distancia entre os apices dos cotilédones. Médias seguidas pela mesma letra minuscula néo diferem

significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em relagdo ao sistema radicular, o cultivo de L. brasiliensis in vitro, também foi
estatisticamente superior em relagdo a média do numero total de raizes (2,51) e a quantidade de raizes
adventicias (2,09), comparando aos demais tratamentos (Tabela 3). Para a média do total de raizes
secundérias ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos. Entretanto, para o comprimento
da maior raiz, os tratamentos Bioplant® (6,50 mm) e a vermiculita (6,23 mm) foram estatisticamente
superiores aos demais tratamentos, inclusive o cultivo in vitro (4,04 mm) (Tabela 3).

Para os experimentos realizados in vitro, o tratamento de 5 minutos de imersdo em NaCIO
apresentou 0 menor tempo médio de germinacdo (TM) 8,52; maior velocidade de germinacao (V)
0,12 e o maior indice de velocidade de germinacdo (IVG) 5,61 (Tabela 4). A taxa de sobrevivéncia
foi de 100% para todos tratamentos e a taxa de contaminacdo foi de 0% para todos tratamentos
(Tabela 4). Possivelmente devido a area de superficie da semente de L. brasiliensis ser muito pequena,
um curto tempo de exposicao ao agente desinfetante ja foi o suficiente para eliminar qualquer fonte
de contaminagdo. A concentracdo e o tempo de exposicdo de sementes em hipoclorito de sddio sdo
fatores importantes para promover germinacdo in vitro livre de microrganismos. Em sementes de
Calendula officinalis (L) Moench germinadas in vitro, 0 aumento do tempo de imerséo dessas em
solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% reduziu a ocorréncia de contaminantes flngicos e bacterianos,
sendo que a imersdo por 30 minutos se mostrou a mais eficiente dentre as avaliadas (Bevilacqua et
al., 2011).

Em relacdo a morfologia, algumas diferencgas sutis foram observadas nas plantulas de cada
tratamento. Nas plantulas germinadas em terra do Cerrado, o hipocétilo e os eofilos apresentam cor
purpuro-escuro e o sistema radicular alongado com presenca de raizes adventicias (Figura 1A).

No substrato areia, os cotilédones eram pequenos em relacdo aos dos outros tratamentos, assim
como o eofilo que apresentava coloracdo verde escuro. O sistema radicular era bastante alongado,

com raizes estreitas e presenca de raizes adventicias (Figura 1B).
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As plantulas germinadas em vermiculita apresentaram cotilédones grandes em relacdo aos
outros tratamentos, hipocétilo grande e de cor parpuro claro, hipocétilo plrpuro escuro e o sistema
radicular era muito alongado com raizes secundarias e adventicias (Figura 1C).

No tratamento Bioplant®, as plantulas apresentavam cotilédones e eofilos grandes, de
coloracdo verde escuro com tonalidades parpuro claro. O hipocotilo apresentou coloracdo verde
escuro e o sistema radicular era muito ramificado, com diversas raizes secundarias e adventicias
(Figura 1D).

O cultivo in vitro, por sua vez, apresentou plantulas com cotilédones e eofilos bem
desenvolvidos de coloracdo verde claro, o hipocotilo era espesso e de cor verde claro. O sistema
radicular apresentava maior nimero raizes adventicias que eram espessas e pouco alongadas (Figura
1E).

Os substratos de cultivo afetam sensivelmente o desenvolvimento das plantulas de diversas
espécies tropicais (Bernadino et al., 2005). Apesar da maioria das espécies do Cerrado estar adaptada
a solos oligotréficos, essas plantas respondem positivamente a aplicacdo de célcio e a adubacéo
(Cuzzuol et al., 2003). Além disso, varios estudos indicam que a adi¢do de nutrientes ao solo favorece
0 desenvolvimento da parte aérea das plantulas de espécies do Cerrado (Charlo et al., 2006; Marques
et al., 2006; Fernandes et al., 2007). No entanto, sendo necessarios experimentos com substratos
enriquecidos com macro e micro nutrientes para afirmar que no caso da L. brasiliensis isso ndo
acontece, pois 0 comportamento dito ndo corrobora com as informacdes deste estudo, uma vez que a
média do DAC, eofilos (quantidade e dimensdes) para Bioplant®, que teria maior quantidade de
matéria organica e nutrientes, ndo apresentou as maiores medidas.

A L. brasiliensis esta adaptada em solos bastante imidos ou encharcados, logo o comprimento
das raizes das plantas que estavam no substrato areia, que nao retém agua por muito tempo, apresentou
raizes finas e bastante alongadas. Provavelmente este comportamento esteja relacionado ao maior
alongamento do sistema radicular para aumentar a superficie de absorcdo de agua das raizes. O

comprimento e 0 peso da parte aérea das plantulas que foram cultivadas in vitro teve as maiores
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médias, indicando como a espécie desenvolvesse melhor em ambientes mais imidos, ja que neste
tratamento a disponibilidade de agua é maior que os demais. O melhor desenvolvimento da parte
aerea na germinacao in vitro mostra a dependéncia desta espécie a habitat com solos hidromorficos e
proximidade de corpos d"agua, 0 que pode explicar o desaparecimento desta espécie, junto com a
destruicdo do seu habitat natural.

As médias de germinacdo foram altas para todos tratamentos. Entretanto o desenvolvimento
e sobrevivéncia das plantas com substrato que retém pouca agua foram baixas. Desta maneira a L.
brasiliensis deve provavelmente apresentar alta taxa de germinagdo em quase todos 0s substratos em
ambientes naturais que tenham &gua e incidéncia de luz, entretanto se ndo houver uma grande
disponibilidade de &gua no solo para seu estabelecimento e desenvolvimento, ela ndo sobrevive.

Este fato ajuda a entender porque esta espécie estd ameacada e é considerada rara. A Lobelia
brasiliensis € considerada endémica do Distrito Federal e, para sua germinacgdo, é necessario luz e
agua. Para seu estabelecimento, muito 4gua no solo. Esta combinacdo reduz muito as possibilidades
da espécie de ocupar novos ambientes e estabelecer novas populagdes. Logo a germinacdo e cultura

in vitro para a espécie podem ser alternativas de sucesso para a preservacao e cultivo da espécie.
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Tabela 3 - Médias dos pardmetros medidos das plantulas de Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd, ao final de 60 dias de cultivo in vitro

e ex vitro.
Tratamento DAC* = EOf'_IOS : 3 Comprimento do Total de raizes Comprimento da
(mm) N total omprimento argura hipocodtilo (mm) N°total  Secundarias Adventicias ~ mMaior raiz (mm)
(mm) (mm)
Areia 3202
(N=10) ' 141b 1,67 bc 1,48b 154a 1,68a 1,14 a 1,20 ab 548b
Bioplant® 3252
(N=40) ' 1,15a 1,22a 121a 147a 1,68 a 1,28 a 1,09a 6,50 ¢
Vermiculita 3572
(N=40) ' 1,37b 1,44 ab 147b 1,71b 181a 1,34a 1,19 ab 6,23 ¢
Terra 365 a
N=20 ' 143b 1,70 ¢ 1,66 b 149c 182a 121a 1,30b 542b
(
In vitro
(N=40) 5,62b 1,71¢c 2,21d 2,12 ¢ 2,08d 251b 1,36a 2,09¢c 4,04 a

*Distancia entre os apices do cotilédones. Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4 - Tempo Médio de Germinac&o (TM), Velocidade de Germinagéo (V), indice de Velocidade de Germinacao (IVE), Porcentagem de Germinagéo

e Sobrevivéncia das plantulas de Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd submetidas a trés tratamentos de desinfestacéo.

Tratamento * TM /DIA V/IDIA VG Germinacéo (%) Sobrevivéncia (%) Contaminacéo (%)
5 8,52 a 0,12a 561la 85,19 a 100,00 a 0,00 a
10 8,93 a 0,11a 524 a 83,33 a 100,00 a 0,00 a
15 9,24 a 0,11a 453 a 75,93 a 100,00 a 0,00 a

*Foi considerado tratamento o tempo de imersdo em Hipoclorito de S6dio (NaClO). Médias seguidas pela mesma letra mindscula nao diferem

significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1 — Aspecto morfologico das plantulas de Lobelia brasiliensis A.O.S. Vieira & G. J. Sherpherd apds 60 dias da semeaduara/inoculacdo sob a
influéncia de 5 tratamentos. A. Terra do Cerrado; B. Areia; C. Vermiculita; D. Bioplant®; E. Agar-agua. (eo= eofilo; co= cotilédone; ra= raiz

adventicia; rp= raiz primaria; rs= raiz secundaria.)
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CONCLUSAO

e Sementes de L. brasiliensis germinaram bem em todos os substratos testados, porém a
sobrevivéncia e estabelecimento da plantula estava diretamente relacionado a um substrato
que retenha &gua.

e Para o desenvolvimento de L. brasiliensis é necessario um substrato que retenha umidade.

e A germinacdo, estabelecimento e desenvolvimento in vitro da espécie L. brasiliensis séo
altamente indicados.

e O fato da espécie L. brasiliensis conseguir se estabelecer e desenvolver apenas em solos com
grande capacidade de retencdo de dgua pode explicar a sua distribuicdo geogréafica limitada a

areas Umidas, o que, por sua vez, faz desta uma espécie ainda mais vulneravel a extincao.
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CAPITULO 3

Capitulo formatado para submissdo na revista Arvore — Brazilian Journal of Forest Science. —
Qualis B3.

Micropropagacao e Aclimatizacéo de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.

Shepherd (Campanulaceae)

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estabelecer protocolos eficientes de desinfestacdo,
micropropagacéo e aclimatizagdo para a espécie Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.
Shepherd, uma espécie rara e ameacada de extin¢do, com potencial ornamental. Sementes de
L. brasiliensis foram desinfestadas e inoculadas em meio agar-agua para o estabelecimento das
culturas, dessas foi obtido 85,19% de germinacdo e 100% de descontaminagdo. Em seguida,
plantulas in vitro, foram excisadas e inoculadas em 4 diferentes concentragdes de BAP: 0,0;
0,01; 0,1; 1,0 mg.L* combinadas com 2 concentragdes de AIB: 0,0 e 0,01 mg.L™?, totalizando
8 tratamentos. Verificou-se que nos tratamentos com as maiores concentrac@es de reguladores
de crescimento, foi obtido o maior nimero de brotos, entretanto esses brotos ndo se alongaram
e ndo desenvolveram raizes. Ja o tratamento controle e os tratamentos com as menores
concentracdes de BAP apresentaram maior nimero de raizes. O regulador de crescimento AIB
ndo influenciou no desenvolvimento radicular das plantulas. As plantas foram aclimatizadas
em substrato de vermiculita e Bioplant® (1:2) mantidas a temperatura ambiente e, ap6s 15 dias
foram transferidas para uma casa de vegetacdo. Apds 30 dias, a taxa de sobrevivéncia foi de
0% para 0 menor percentual de sobrevivéncia e de 50% para a maior porcentagem. Novos
experimentos com diferentes substratos sdo necessarios para aperfeicoar esta fase. Os
protocolos desenvolvidos para desinfestacdo e micropropagacdo mostraram-se eficientes,

podendo ser utilizados para a propagacao da espécie L. brasiliensis.

Palavra- chave: Cerrado, Cultura de Tecido, Espécie ameacada

57



Micropropagation and Acclimatization of Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.

Shepherd. (Campanulaceae)

ABSTRACT

The objective of this work was to establish efficient protocols for disinfestation,
micropropagation and acclimatization for the species Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G.
J. Shepherd, A rare and endangered species with ornamental potential. In addition, the genus
has been studied as a source of chemicals with important active principles, such as alkaloids.
Seeds of L. brasiliensis were disinfested and inoculated in agar-water medium for the
establishment of cultures, of which 85.19% of germination and 100% of decontamination were
obtained. These in vitro seedlings were then excised and inoculated at 4 different concentrations
of BAP (0.0, 0.01, 0.1, 1.0 mg.L™!) combined with 2 concentrations of IBA (0.0 And 0.01 mg.L"
1, totaling 8 treatments. In the treatments with the highest concentrations of growth regulators
the highest number of shoots was obtained, however these shoots did not elongate and did not
develop roots. On the other hand, the control treatment and the treatments with the lowest
concentrations of BAP showed a higher number of roots. The AIB growth regulator did not
influence the root development of the seedlings. The plants were acclimatized on vermiculite
and Bioplant® substrate (1: 2) maintained at room temperature, after 15 days were transferred
to a greenhouse. After 30 days, the survival rate was 0% for the lowest survival percentage and
50% for the highest percentage. New experiments with different substrates are needed to perfect
this phase. The protocols developed for disinfestation and micropropagation were efficient and
could be used for the propagation of L. brasiliensis species.

Keyword: Cerrado, Tissue Culture, Threatened Species
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1. INTRODUCAO

A micropropagacao é uma técnica de propagacdo que consiste em inocular e cultivar
pequenos segmentos do caule, raiz ou outros 6rgaos vegetativos contendo gema apical ou axilar
em meio nutritivo previamente esterilizado (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para
espécies em que nao ha disponibilidade de semente ao longo do ano, baixa produtividade de
sementes ou material vegetativo escasso (poucos individuos ou pequenas populagdes), essa
técnica pode ser utilizada como alternativa para a producdo de mudas em larga escala,
principalmente para aquelas ameacadas de extincdo (WOCHOK, 1981; SIDDIQUE et al.,
2003).

De acordo com Guerra et al. (1999), a principal vantagem da micropropagacdo é a
fixacdo de ganhos genéticos nas populacdes clonais e a obtencdo de um grande nimero de
plantas sadias e de alta qualidade em pequeno espaco fisico e em curto tempo,
independentemente de fatores climaticos limitantes. Fato de interesse para o cultivo de plantas
ornamentais, plantas com interesse na extracdo de fitoquimicos e conservagdo da genética de
plantas raras e ameacadas.

No Brasil, poucos sdo os relatos do emprego da técnica de cultura in vitro visando a
conservacao de espécies nativas ameacadas. Para o Cerrado, estudos nesse sentido foram
realizados com o intuito de conservacdo da espécie, propagacdo de espécies medicinais e com
poténcial ornamental, como foi o caso das espécies: Anemopaegma arvense (PEREIRA et al.,
2003), Gomphrena macrocephala (MOREIRA et al., 1999), Stryphnodendron polyphythum
(FRANCA et al., 1995), Ruellia nitens e R. incompta (LIMA et al., 2015) e algumas espécies
da familia Bromeliaceae (MERCIER; KERBAUY, 1998). Os resultados obtidos com tais
estudos foram promissores e indicam que a continuidade das pesquisas nessa area trara
beneficios significativos para a propagacao dessas espécies (MELO et al., 1998).

Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd é uma espécie do Cerrado
considerada rara, endémica do Distrito Federal e estd ameacada de extingdo pela Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza - IUCN (MARTINELLI et al., 2014). Pertencente
a familia Campanulaceae, possui caracteristicas na arquitetura e inflorescéncia que expressam
um grande potencial ornamental (MENDONCA et al., 2008; RAMALHO; PROENCA, 2004)
que pode ser explorado pelo mercado da floricultura e paisagismo, onde a procura por plantas
nativas tem aumentado (SORIANO; TORRES, 1995).

Além deste potencial econdmico de sua familia, o género Lobelia L. vem sendo
estudado por conta da grande quantidade de alcaloides de interesses farmacoldgicos. A presenca
de esteroides, triterpenos e flavonoides (FELPIN; LEBRETON, 2004; WANG et al.; 2007;
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TAMBOLI et al., 2012) também indicam uma possivel aptidao do género como potencial fonte
de novas substancias. Para isto, é necessario a integragdo do setor cientifico com o produtivo,
tendo como medidas o incentivo de estudos basicos de fisiologia, bioquimica e biotecnologia.
A espécie tambem compde fitofisionomias do Cerrado que sdo extremamente sensiveis a acdo
antrdpica, como as veredas e os campos alagaveis de solo hidromérfico.

Esse estudo teve como objetivo, desenvolver um protocolo eficiente de
micropropagacdo de Lobelia brasiliensis, a fim de contribuir no processo de conservacao da
espécie e criar uma alternativa de fornecimento continuo de mudas da espécie para o mercado
de flores. Adicionalmente poderd auxiliar nas pesquisas farmacoldgicas e restauracéo

ecoldgica.

2. MATERIAL E METODOS

Estabelecimento das culturas in vitro — Plantulas de Lobelia brasiliensis foram inicialmente
estabelecidas in vitro, a partir de frutos coletados em uma area de solo alagado préximo ao
Corrego do Urubu, Brasilia-DF (15°42°33.70”S e 47°51°35.76”0) de uma Unica populagéo,
com, aproximadamente, 10 individuos. Um material testemunho foi tombado no Herbario da
Universidade de Brasilia- UB (Niemeyer et al., 01). Os frutos foram coletados em diferentes
estados de maturacdo e armazenados em sacos de papel de Kraft no escuro e as sementes
utilizadas ja se encontravam soltas dentro do saco. Cem delas foram desinfestadas em alcool
70% (v/v) por 5 segundos e depois com hipoclorito de sédio (Qboa®) de 2,0-2,5% de cloro ativo
(v/v) por 5 minutos, seguido de 3 enxagues em agua ultrafiltrada autoclavada por 1, 2 e 3
minutos. Foram inoculadas 54 sementes, em camera de fluxo laminar horizontal (ESCO®), em
tubos de ensaio de 2,5 x 15 cm contendo 15 mL de é&gar-agua (8 g L), previamente
autoclavados a 120 °C e 1 atm de pressao por 20°. Depois de inoculadas, as culturas foram
mantidas por 120 dias em sala de crescimento a 25 °C (x1 °C), fotoperiodo de 16 h e intensidade
luminosa de 41 pmol.m?.s™. Durante o estabelecimento in vitro, as sementes e as plantulas
foram monitoradas a procura de contaminantes e foi avaliado a porcentagem de germinacéo.

Fase de Multiplicacdo — Foram utilizados como explantes plantulas com 120 dias provenientes
dos segmentos nodais axilares, terminais e nds cotiledonares das culturas estabelecidas
previamente in vitro. Os segmentos nodais tinham de 1 a 2 gemas, filotaxia alterna e 0s nos
possuiam comprimento minimo de 1 cm. Foi utilizado, nos subcultivos, 0 meio de MS
(MURASHIGUE; SKOOG, 1962) diluido a quarta parte, agar (8 g L), sacarose (30 g. L) e
suplementado com 6-Benzylaminopurina (BAP) a 0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg.L™* combinados com

Acido 3-Indolbutirico (AIB) a 0,0 e 0,01 mg.L*. O meio de cultura teve seu pH ajustado a
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5.7£0.1 antes de ser autoclavado a 120 °C e 1 atm de pressédo por 20 minutos. Foram montados
oito tratamentos, de forma fatorial (4x2) em blocos inteiramente casualisados, em frascos de
vidro transparente (de 250 mL) com 50 mL de meio de cultura com 5-6 explantes por frasco.
Os explantes foram inoculados verticalmente no meio de cultura, em camara de fluxo
laminar horizontal, e mantidos em sala de crescimento sob as mesmas condicGes reportadas no
estabelecimento das culturas. Apds 30 dias, foram quantificados o nimero de brotos, 0s seus
comprimentos e 0 nimero total de raizes. Com 45 dias de cultura, os clones foram repicados e
os explantes reinoculados, nos mesmos tratamentos descritos anteriormente. Esse procedimento
foi repetido mais 2 vezes com 75/90 dias e 120/135 dias.
Fase de enraizamento — A fase de enraizamento foi avaliada durante a fase de multiplicacéo,
uma vez que os explantes enraizaram espontaneamente durante essa fase. Ao final de 30, 75 e
120 dias da inoculacéo, periodos correspondentes as datas do final de cada subcultivo, foram
quantificados o nimero total de raizes por explante em cada tratamento. Portanto, da fase de
multiplicacdo passou-se para a fase de aclimatizagéo diretamente, sem colocar os explantes em
um meio especifico para inducao de raizes.
Fase de aclimatizacdo — Um teste piloto foi conduzido com 20 plantulas, enraizadas do
segundo subcultivo na fase anterior as quais foram transplantadas para copos plésticos (200
mL) contendo substrato vermiculita de granulacdo média autoclavada e mantidas em sala de
crescimento por 20 dias (Figura-1F). Apos esse periodo as plantulas foram transplantadas para
areia lavada, vermiculita e Bioplant® (1:1:1) e mantidos em casa de vegetacdo coberta com
sombrite 50% e irrigada por aspersores (1 rega ao dia por 20”) por mais 10 dias (Figural-D).
Ao final deste teste piloto, um experimento foi realizado a partir das plantas enraizadas
do terceiro subcultivo. Ap6s 80 dias do terceiro subcultivo, 20 clones de cada um dos 8
tratamento proveniente da fase de multiplicacdo (total de 160 clones), passaram por uma pré-
aclimatizacdo onde estes foram retirados dos frascos e o sistema radicular de cada uma foi
lavado com &gua ultra-filtrada e autoclavada para remover completamente qualquer residuo do
meio de cultura. As 20 pléantulas de cada tratamento foram plantados em tubetes de 63 mL,
contendo como substrato uma primeira camada de vermiculita de granulometria média e uma
segunda camada de Bioplant® com vermiculita na proporgdo de 2:1, acomodados em um
suporte proprio para os tubetes e cobertos por saco plastico transparente (Figura- 1H). Estas
foram mantidas por 15 dias em uma sala a temperatura ambiente e regadas quando houvesse
necessidade. Apds essa etapa, foram transferidas para casa de vegetacdo com irrigacdo por

aspersores (1 rega ao dia por 20”) e sombrite 50%. Ao final de 15 dias na casa de vegetacéo foi
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avaliada a sobrevivéncia dos clones, totalizando 30 dias de aclimatizac¢do. Foi considerado
como tratamento a origem da fase de multiplicagao.

Andlises estatisticas — Todos os ensaios foram conduzidos em blocos inteiramente
casualizados. Para obter a normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e,
quando necessario, os dados foram transformados por Vx+1. Foi feita uma analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade usando
o0 programa SISVAR (FERREIRA, 2015).

3. RESULTADOS
Estabelecimento das culturas — Durante o estabelecimento das culturas in vitro, sementes e
as plantulas de Lobelia brasiliensis foram monitoradas quanto a contaminacdo. Foi obtido um

percentual de germinacdo 85,19% e um indice de descontaminacdo de 100%.

Fase de Multiplicacao — Apds a germinacdo e estabelecimento das culturas in vitro, explantes
das plantulas de L. brasiliensis foram usados para o primeiro subcultivo (Figura 1A), em
resposta a diferentes combinacGes de BAP e AIB. Para o primeiro subcultivo, ndo houve
diferenca significativa para o nimero de brotos nos explantes entre os diferentes tratamentos
(Tabela 1), para o segundo subcultivo (Figura 1B), houve influéncia do regulador de
crescimento BAP, onde os explantes nos tratamentos com as maiores concentraces de BAP
(tratamento 4 e 8) apresentaram as maiores de médias de brotos por explantes; tratamentos com
a segunda maior concentracdo de BAP (tratamentos 3 e 7) apresentaram a segunda maior
quantidade de brotos por explante. Os demais tratamentos apresentaram menores quantidades
de brotos e ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Tabela 1). De forma semelhante,
para o terceiro subcultivo (Figura 1C), os tratamentos com as maiores concentracfes de BAP
(tratamentos 4 e 8) apresentaram as maiores médias em relacdo a quantidades de brotos por
explante e essa média diminuiu de maneira diretamente proporcional as concentracdes de BAP.
Assim, com o aumento das concentracdes do regulador de crescimento BAP houve um aumento
significativo na quantidade de brotos do segundo e terceiro subcultivo, no entanto, esses brotos
néo se alongaram.

Quando as médias foram comparadas em relacéo ao subcultivo, os tratamentos com 0,0
ou 0,01 mg.L* de BAP (tratamentos 1, 2, 5 e 6) ndo apresentaram diferencas em relacdo a média
de quantidade brotos por explante. Para os demais tratamentos, o primeiro subcultivo

apresentou as menores médias em relagdo ao outros subcultivos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Média do nimero de brotos por explantes de L. brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J.

Shepherd em cada tratamento de cada subcultivo.

Subcultivo
Tratamento BAP* AIB* 1 2 3
1 0,0 0,0 1,13 aA 1,64 aA 1,69 aA

2 0,01 0,0 1,17 aA 1,65 aA 1,69 aA
3 0,1 0,0 1,13 aA 1,94 bA 2,34 cB
4 1,0 0,0 1,14 aA 2,24 cB 2,64 cC
5 0,0 0,01 1,17 aA 1,73 aA 1,58 aA
6 0,01 0,01 1,12 aA 1,75 aA 1,67 aA
7 0,1 0,01 1,17 aA 1,89 bB 2,05 bB
8 1,0 0,01 1,14 aA 2,43 cB 2,62 cB

*concentragdes em mg.L L. (Médias seguidas pela mesma letra minGscula (em cada coluna) no
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e médias
seguidas pela mesma letra maitscula (cada linha) ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade).

Em relagdo ao comprimento dos brotos, ndo houve diferenga significativa entre os
explantes do primeiro subcultivo (Tabela 2). Entretanto, no segundo subcultivo o aumento da
guantidade do BAP e AIB influenciaram negativamente o comprimento dos brotos, sendo que
o tratamento 1 (controle) teve a maior média em todo o experimento. Os tratamentos com as
menores concentracGes de reguladores de crescimento (tratamentos 2, 5 e 6) nédo tiverem
diferenca entre si e apresentaram a segunda maior média de comprimento dos brotos, enquanto
0s tratamentos com as maiores concentracdes de reguladores de crescimento (tratamentos 4 e
8) apresentaram as menores medias de comprimento de brotos (Tabela 2). Para o terceiro
subcultivo, altas concentragdes de BAP também continuaram influenciando negativamente no
comprimento dos brotos (Tabela 2).

Quando as médias do comprimento dos brotos foram comparadas em relagcdo ao
subcultivo, todos os tratamentos do primeiro e segundo subcultivo foram iguais entre si,

diferindo, estatisticamente, do terceiro subcultivo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média do comprimento dos brotos por explantes de L. brasiliensis A. O. S. Vieira

& G. J. Shepherd em cada tratamento e subcultivo em resposta aos diferentes tratamentos.

Sub cultivo
Tratamento BAP* AlIB* 1 2 3
1 0,0 0,0 1.58 aA 1.39 cA 2,89 dB
2 0,01 0,0 157 aA 1.28 bA 2,43 bB
3 0,1 0,0 1.71aA 1.16 aA 2,69 cB
4 1,0 0,0 1.67 aA 1.14 aA 2,32 aB
5 0,0 0,01 1.64 aA 1.32 bA 2,43 bB
6 0,01 0,01 1.59 aA 1.24 bA 2,80 dB
7 0,1 0,01 1.62 aA 1.16 aA 2,56 cB
8 1,0 0,01 1.72 aA 1.12 aA 2,37 aB

*concentragdes em mg.L . (Médias seguidas pela mesma letra mintscula (em cada coluna) no
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e médias
seguidas pela mesma letra maidscula (cada linha) ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade).

Fase de enraizamento — Esta fase ocorreu de forma simultanea a fase de multiplicacdo. Ou
seja, em todos os trés subcultivos ocorreu enraizamento dos explantes inoculados sem a
necessidade de inducdo de raizes.

Nestas condicdes, foram encontradas respostas diferentes as concentracBes dos
reguladores de crescimento, em que os explantes inoculados nos meios de cultura com as
maiores concentracdes de reguladores de crescimento (tratamento 4 e 8) ndo enraizaram em
nenhum dos subcultivos (Tabela 3). Para o primeiro e segundo subcultivos, todos os outros
tratamentos enraizaram e ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa na quantidade de
suas raizes. No entanto, para o terceiro subcultivo, o tratamento 2 apresentou a segunda maior
média de quantidades de raizes, valor que o coloca em posicdo intermediaria entre os demais
tratamentos (Tabela 3).

Quando as médias da quantidade de raiz por explante foram comparadas em relagdo ao
subcultivo, o tratamento controle e os tratamentos com as concentragdes de 1,0 mg.L™! de BAP
(tratamentos 4 e 8), ndo apresentaram diferenca estatistica entre os subcultivos. Para 0s

tratamentos com 0,01 e 0,1 mg.L™* de BAP (tratamentos 2, 3, 5 e 6) tiveram as médias do
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terceiro subcultivo menores se comparadas, estatisticamente, as médias do primeiro e segundo

subcultivo, e essas ndo foram diferentes entre si (Tabela 3).

Tabela 3 — Média da quantidade de raiz por explantes de L. brasiliensis A. O. S. Vieira & G.
J. Shepherd em cada tratamento e cada subcultivo.

Sub cultivo
Tratamento  BAP* AlIB* 1 2 3
1 0,0 0,0 2,41 aA 2,43 aA 2,47 aA
2 0,01 0,0 2,09 aB 2,11 aB 1,80 bA
3 0,1 0,0 1,79 aB 1,83 aB 1,27 cA
4 1,0 0,0 1,00 bA 1,00 bA 1,00 cA
5 0,0 0,01 2,41 aB 2,39 aB 2,29 aA
6 0,01 0,01 2,22 aB 2,20 aB 1,21 cA
7 0,1 0,01 1,84 aB 1,83 aB 1,15 cA
8 1,0 0,01 1,00 bA 1,02 bA 1,00 cA

*concentragdes em mg.L L. (Médias seguidas pela mesma letra minGscula (em cada coluna) ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e médias
seguidas pela mesma letra maitscula (cada linha) ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade).

Fase de aclimatizacao — Para o teste piloto, ainda na fase de pré-aclimatizacédo, ap6s 20 dias o
percentual de sobrevivéncia foi de 90% (Figura-1D-E). Ao final dos 30 dias, 100% das plantulas
mantidas nas condigdes de aclimatizagdo sobreviveram.

Para o experimento de aclimatizacdo, todos os tratamentos apresentaram elevada taxa
de sobrevivéncia na fase de pré-aclimatizacdo (acima de 65%). Por outro lado, ao final da fase
de aclimatizacdo em casa de vegetacdo, os clones de L. brasiliensis apresentavam uma grande
queda neste percentual e, em apenas 15 dias, a porcentagem de sobrevivéncia de todos os
tratamentos caiu drasticamente (Tabela 4).
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Tabela 4 — Percentual de sobrevivéncia nas fases de aclimatizagdo para os clones de L.
brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd em resposta aos diferentes tratamentos.

Tratamento BAP*  AIB* Pré-aclimatizacdo (%) Final da aclimatizacéo (%)

1 0,0 0,0 70 5
2 0,01 0,0 65 10
3 0,1 0,0 70 15
4 1,0 0,0 90 10
5 0,0 0,01 80 20
6 0,01 0,01 85 0
7 0,1 0,01 95 45
8 1,0 0,01 100 50

*(concentrages em mg.L™)
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Figura 1 — Plantas de Lobelia brasiliensis A. O. S. Vieira & G. J. Shepherd cultivadas in vitro

e aclimatizadas. A-B-C= Fotos do primeiro, segundo e terceiro subcultivo com o nimero do
tratamento relativo a cada frasco (1= 0,0 BAP-0,0 AIB; 2= 0,01 BAP-0,0 AIB; 3= 0,1 BAP-
0,0 AIB; 4= 1,0 BAP- 0,0 AIB; 5= 0,0 BAP-0,01 AIB; 6= 0,01 BAP-0,01 AIB; 7= 0,1 BAP-
0,01 AIB; 8= 1,0 BAP- 0,01 AIB - todas concentracdes sio de mg.L™); D= Plantulas pré-
aclimatizadas no teste piloto; E= Plantula aclimatizada no teste piloto; F= Plantulas em fase de
adaptacdo em condicbes de sala de crescimento; G= Plantulas na pré-aclimatizagdo,

H=Plantulas aclimatizadas.
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4. DISCUSSAO

O alto percentual de germinacgdo (85,19%) e a contaminacdo nula demostraram a
eficiéncia dos processos de descontaminagdo e germinacao in vitro para Lobelia brasiliensis,
considerndo que o maior indice aceitavel é de 10% de contaminacdo (GEORGE, 1993;
HARTMAN et al., 2002).

Para algumas espécies de Campanula, a auséncia de reguladores de crescimento ndo
interferiu nos percentuais de germinacdo (SEGLIE et al., 2012) e parece que 0 mesmo ocorre
para a espécie Lobelia brasiliensis, uma vez que quando colocada em meio de MS
(MURASHIGUE; SKOOG, 1962) a 25% e sem reguladores de crescimento apresentou
relativamente alta taxa de germinagdo (56%) (NIEMEYER et al., 2016). Sendo assim, a
germinacdo in vitro da L. brasiliensis pode ser feita em meios de cultura sem reguladores de
crescimento, o que pode reduzir os custos e diminuir o trabalho técnico necessario.

Em relacdo ao nimero de brotos, 0 aumento das concentracdes de BAP no primeiro
subcultivo, ndo houve diferencas, estatisticamente, significativas entre os tratamentos (Figura
1A). No entanto o segundo e terceiro subcultivos (Figural B-C) apresentaram uma média
progressiva dos tratamentos, provavelmente por conta do efeito residual do regulador de
crescimento nos tecidos das plantulas de um ao outro (NIEUWERK et al.,, 1986;
GRATTAPAGLIA et al., 1987).

As maiores concentracdes de BAP resultaram, em todos os subcultivos, numa maior
quantidade de brotos por clone. Esse mesmo padrao foi observado para a espécie campanulacea
Siphocampylus betulifolius (FIOR et al., 2011). Este resultado era esperado, pois uma das a¢oes
da citocinina BAP é estimular a divisdo celular e promover a formacdo de gemas (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Como, por outro lado, esses brotos ndo se alongaram, o uso de concentracdes
maiores que 0,01 mg.L? de BAP n&o é aconselhavel para L. brasiliensis. Este resultado pode
ser mais explorado se houver a intencdo de adicionar uma fase de alongamento dos brotos e um
protocolo de enraizamento para as culturas com as maiores concentragdes de BAP. No presente
estudo, altas concentracdes de BAP (1.0 mgL™) ndo proporcionaram o enraizamento dos
explantes.

A presenca de AIB parece néo ter influenciado na quantidade de brotos por clone, uma
vez que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos sem esta auxina, testes com
concentragOes maiores de AIB seriam necessarios para afirmar isso.

A média dos comprimentos dos brotos foi inversamente proporcional as concentragoes
de BAP, ou seja, quanto maior a concentracédo de BAP, menor o comprimento do broto, o que

sugere que o aumento das concentragcdes dessa citocinina pode ndo ser benéfico para o
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crescimento das plantulas de L. brasiliensis. Resultado contrério foi encontrado para a espécie
ameacada de extingdo Aegiphila verticillata Vell. (ALMEIDA et al., 2015), em que 0 aumento
das concentracGes de citocinina BAP resultou em brotos “saudaveis” e dentro das caracteristicas
da espécie.

No primeiro subcultivo, as concentragdes dos reguladores de crescimento aplicados aos
tratamentos néo interferiram no tamanho do broto, enquanto no segundo e terceiro subcultivos,
a influéncia dessas concentracdes foi significativa.

Foi possivel observar um padrdo de enraizamento da L. brasiliensis. Em todos os
subcultivos, as maiores médias do nimero de raizes/explante foram obtidas no tratamento
controle e em nenhum dos subcultivos houve o aparecimento de raizes nas concentracdes de
1,0 mgL* de BAP, corroborando com a afirmacéo de que muitas espécies enraizam facilmente
in vitro e frequentemente produzem raizes sem nenhum tratamento especifico (DEBERGH;
MAENE, 1981). Esse padrdo também foi observado em outras espécies de Campanulaceae,
indicando ser possivel conduzir a etapa de enraizamento mesmo na auséncia de fitorreguladores
(BRANDT, 1992; FRELLO et al., 2002).

Baixas concentracGes de BAP foram satisfatdrias para o desenvolvimento e crescimento
do sistema radicular de L. brasiliensis enquanto a presenca da auxina AIB n&o influenciou no
enraizamento, resultado que diverge do obtido para Lobelia bridgesii Hook & Harn, em que a
presenca de AIB influenciou diretamente na quantidade de explantes com raizes (JARA,
SEEMANN, 2007). Maiores concentracdes dessa auxina podem influenciar positivamente no
namero e comprimento das raizes de L. brasiliensis, mas seriam necessarios testes com maiores
concentracdes desse regulador de crescimento para poder afirmar isso.

Por conta dos promissores resultados do teste piloto de aclimatizacdo (90% de
sobrevivéncia), ndo foi testado a influéncia do substrato sobre os clones. Logo, assumiu-se
como tratamento para o experimento de aclimatizacdo a origem de cada clone na fase de
multiplicacéo.

Embora no inicio do experimento de aclimatizacdo, quando as plantas estavam sendo
acomodadas na sala onde ficaram para iniciar o processo de pré-aclimatizacdo, as plantulas
tenham sofrido acidentalmente um choque fisico, ao final da pré-aclimatizagdo os resultados
obtidos foram satisfatorios, com a menor percentagem de sobrevivéncia de 65% para o
tratamento 2 e 100% de sobrevivéncia no tratamento 8. Com base nestes resultados, acredita-
se que este evento ndo tenha interferido significativamente no processo de pré-aclimatizacéo.

No entanto, ao final da fase de aclimatizacdo, os resultados ndo foram satisfatérios: a

maior porcentagem de sobrevivéncia foi de 50% para o tratamento 8 e, para o tratamento 6,
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nenhuma plantula sobreviveu. Estes resultados ndo corroboram com o padrdo de sobrevivéncia
encontrado para plantulas aclimatizadas, em que plantulas com o sistema radicular bem
desenvolvido normalmente se adaptam melhor as condigdes ex vitro (SILVA et al., 2007;
DORNELES; TREVELIN, 2011; ALMEIDA et al.,, 2015). Ainda que grande parte da
sobrevivéncia e crescimento da plantula durante a fase de aclimatizagdo dependa da obtencgéo
de plantas in vitro com um sistema radicular bem desenvolvido (ROCHA et al., 2008), essa
I6gica ndo ocorreu neste estudo. Os explantes dos tratamentos que obtiveram as maiores médias
em relacdo a quantidade de raiz (tratamento 1, 2, 3, 5, 6 e 7) obtiveram os menores percentuais
de sobrevivéncia, enquanto o tratamento que ndo enraizou (tratamento 8) teve a maior
porcentagem de sobrevivéncia. Uma possivel explicacdo € que o contato com o AIB no meio
de multiplicacdo tenha estimulado o enraizamento ex vitro destas plantulas, uma vez que as
plantulas provenientes dos tratamentos que tinham AIB no meio tiveram uma porcentagem de
sobrevivéncia um pouco maior que as que nao tinham esse regulador de crescimento.

O enraizamento ex vitro tem sido observado com éxito para diversas espécies
(CARVALHO et al., 1999; FERMINO JUNIOR et al., 2011). Esse procedimento tem sido
estimulado, uma vez que se economiza materiais de insumo e acelera o processo, além das
plantas sofrerem menos com a aclimatizagdo (AUGUSTO et al., 2006).

Além do exposto acima, na fase final da aclimatizacdo, foi constatado que as plantulas
ndo foram irrigadas durante um final de semana e que o substrato estava extremamente seco e
todas as plantulas do experimento apresentavam sinais de desidratacdo. Levando em
consideracao a elevada taxa de sobrevivéncia no teste piloto e que no final da pré-aclimatizacéo
as plantulas estavam respondendo bem ao processo de adaptacédo ex vitro, acredita-se que este
evento influenciou negativamente no percentual final de sobrevivéncia das plantulas,
especialmente porque o experimento foi realizado no més de marco, periodo em que as
temperaturas foram elevadas em Brasilia (INMET, 2017).

Por néo ter sido encontrado na literatura caso semelhante em que plantulas enraizadas
tivessem porcentagem de sobrevivéncia na aclimatizacdo menor que as ndo enraizadas, novos
testes de enraizamento ex vitro e aclimatizacdo com diferentes substratos devem ser realizados
para a espécie L. brasiliensis.

Este estudo € o primeiro de desinfestacdo, micropropagacdo e aclimatizacdo para a
especie L. brasiliensis sendo relevante para a preservagao da especie e auxiliando os estudos
para a descobertas de possiveis novos fitoquimicos, além de abrir caminhos para exploragédo do

potencial ornamental da espécie.
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5. CONCLUSAO

Culturas de L. brasiliensis foram micropropagadas com sucesso, no tratamento controle
e em resposta as combinacdes de 0,01 mg.L* de BAP e 0,0 mg.L* de AIB. Esses tratamentos
também apresentaram as maiores médias em relacdo a quantidade de raizes. Foi possivel o
enraizamento dos explantes, ainda na etapa de multiplicacdo, economizando tempo e insumos.
A espécie apresentou eficiente adaptagdo as condigdes ex vitro, porém sdo necessarios outros
testes com diferentes substratos para estabelecer o protocolo. Este é o primeiro estudo sobre
propagacao in vitro e aclimatizacdo de L. brasiliensis e os resultados mostram que esta técnica
€ uma importante ferramenta para propagacao e conservagdo desta espécie rara, ameagada, com
potencial ornamental e possivel fonte de fitoquimicos de interesses farmacoldgicos. Estes
resultados podem contribuir para o avanco da eficiéncia na producdo de mudas, tanto para o
mercado de flores como para a reintroducdo da espécie no meio natural, reduzindo o risco de

extin¢do provocado pela expansdo urbana que ameaca esta espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

A descricdo de frutos, sementes e do processo germinativo, juntamente com a
morfologia de plantulas de Lobelia brasiliensis constituem importantes elementos de
reconhecimento e caracterizacdo desta espécie. Por se tratar de uma espécie rara, suas
populacdes ndo sdo totalmente conhecidas e este trabalho pode contribuir para a identificacéo,
até mesmo de plantulas, de L. brasiliensis no campo. Além de auxiliar na identificacao de novas
areas de ocorréncia natural da espécie, etapa fundamental para a conservacao da espécie, este
trabalho também pode ajudar nos estudos taxondmicos, de regeneracdo natural de areas
degradadas, uma vez que a mesma estd associada a areas e fitofisionomias de solos muito
umidos a encharcados (nascentes, campos Umidos, veredas, borda de matas e outros) sensiveis
a intervencdes antropicas.

Em relacdo a germinacao da L. brasiliensis, suas sementes germinam bem na incidéncia
de luz e, principalmente, em substratos que retenham agua. O mesmo foi observado para as
plantulas desta espécie, que apresentaram maior taxa de estabelecimento e sobrevivéncia em
substratos de maior retencdo de agua, como solos argilosos e ricos em matéria organica. Esses
resultados contribuem para o entendimento das reais ameacas que a espéecie esta sujeita,
facilitando o planejamento de estratégias de conservacao da espécie. Além disso, como esta
espécie possui caracteristicas que podem ser exploradas comercialmente, conhecer a influéncia
do substrato na germinacdo e estabelecimento da espécie é de fundamental importancia para
obtencdo de mudas homogéneas, possibilitando a insercdo da espéce no mercado de flores e
paisagismo.

Considerando a dificuldade de estabelecimento da L. brasiliensis, uma alternativa para
garantir altos niveis de germinacéo, estabelecimento e sobrevivéncia da espécie é a cultura in
vitro. A técnica de micropropagacdo pode ser usada com éxito para a espécie, uma vez que a

mesma apresenta uma Otima resposta aos reguladores de crescimento e mantém suas
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caracteristicas morfologicas ao longo de varios subcultivos. Desta maneira, a espécie pode ser
propagada em larga escala e em um curto periodo de tempo, mantendo as caracteristicas
desejadas da planta matriz. Também foi constatada a aptiddo da espécie de sair das condicoes
controladas da cultura in vitro e ser aclimatizada em condi¢bes ex vitro; porém, pela
desidratacdo em decorréncia da falta de rega, ndo foi possivel estabelecer o protocolo de
aclimatizacao.

Este estudo é o primeiro a explorar a morfologia da sementes, frutos e plantulas de L.
brasiliensis, assim como o primeiro a descrever o processo de germinacao da espécie e testar a
influéncia de alguns substratos nesse processo. Da mesma maneira, este € o primeiro estudo na
cultura de tecido para a espécie, onde foram estabelecidos eficientes protocolos de
micropropagacdo para a L. brasiliensis. A totalidade deste estudo pode contribuir para
estratégias de conservacdo da espéecie, ampliar as possibilidades no cultivo de plantas

ornamentais e servir como etapa inicial para estudos fitoquimicos da espécie.
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