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Adequacgao das condicoes de crescimento minimo para
a conservacao in vitro de Vernonia condensata
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Resumo: Este trabalho tem por objetivo estabelecer condicdes de crescimento minimo, visando o desenvolvimento de um
protocolo de conservacio in vitro de Vernonia condensata Baker, para ser utilizada em pesquisas e insercdo na satide piblica
do Reconcavo da Bahia. Foram utilizados segmentos nodais de aproximadamente 1,5 cm de tamanho, provenientes de
plantas de aluma previamente cultivadas in vitro. Estes explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio
de cultura MS (MS, MS/2 e MS/4), suplementado com 15 g L' e 30 g L' de sacarose, mantidos em sala de crescimento
(25 = 1°C) e em BOD (20 = 1 °C) durante 120 dias, sendo realizadas avaliacdes em intervalos de 30 dias, utilizando
as varidveis: altura da planta, nimero de folhas verdes, niimero de folhas senescentes e nimero de raizes. O meio MS
com adicdo de 15 g L' de sacarose proporcionou o menor desenvolvimento in vitro de plantas de V condensata. Para
a manutencdo de plantas da V' condensata por um periodo de 120 dias com menor altura e nimero de folhas verdes
satisfatorios, deve ser considerado o meio de cultura MS com 15 g L' de sacarose, associado ao ambiente de cultivo com
temperatura de 25 °C.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Micropropagacdo. Crescimento lento.

Abstract: This work aims to establish minimum growth conditions for the development of an in vitro conservation protocol for
Vernonia condensata Baker, to be used in research and to be inserted in public health service in the Recéncavo da Bahia.
Nodal segments of approximately 1.5 cm in size were used, from V/ condensata cultivated in vitro beforehand. These
explants were inoculated into test tubes containing MS culture medium (MS, MS/2 and MS/4), supplemented with
15 g L-1and 30 g L-1 of sucrose, kept in a growth room (25 = 1°C) and in a BOD (20 =+ 1°C) for 120 days. Evaluations
were carried out at intervals of 30 days of cultivation, using the variables: plant height, number of green leaves, number
of senescent leaves and number of roots. The MS with the addition of 15 g L-1 of sucrose provided the lowest in vitro
growth of V/ condensata plants. For the maintenance of V condensata plants for a period of 120 days with lower height
and satisfactory number of green leaves, an MS culture medium should be considered with 15 g L-1 of sucrose associated
with a culture environment at a temperature of 25 °C.

Keywords: Medicinal plants. Micropropagation. Slow growth.
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Adequacdo das condi¢des de crescimento minimo para a conservagao in vitro de Vernonia condensata

INTRODUCAO

Vernonia condensata Baker é uma planta medicinal
muito cultivada em jardins e hortas no Brasil, sendo
popularmente conhecida como boldo-baiano, aluma,
figatil, boldo-do-chile, necroton e alcachofra (J. Silva
et al., 2013; Lorenzi & Matos, 2002; Pizziolo et al.,
2011). Vernonia é um importante género da familia
Asteraceae, com aproximadamente 1.500 espécies.
Muitas propriedades medicinais sdo atribuidas a Vernonia
sp., que tem sido utilizada comumente para tratar varios
tipos de enfermidades, incluindo doencas de origens
inflamatdrias, verminoses, diurese, cancer e distlrbios
gastrointestinais (J. Silva et al., 2013, 2018; Boeing et al.,
2016; Sharifi-Rad et al., 2018).

A espécie em estudo possui varias finalidades
terapéuticas, podendo ser preparada de diversas formas,
como infusdo, maceragdes etc. O principal uso da planta
se da pelas folhas, através de infuses. Esta espécie
medicinal apresenta relevancia econémica, uma vez
que faz parte da lista da Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde
(RENISUS), que contém espécies vegetais com potencial
para avancos na cadeia produtiva, as quais podem gerar
produtos fitoterapicos de interesse para o SUS. Além disso,
€ encontrada no formuldrio da farmacopeia brasileira,
onde estd indicada para o tratamento de Ulcera gastrica e
dispepsia (Brasil, 2009, 2011, 2014).

Em virtude da crescente ocupacdo de areas de
vegetacdo nativa e da sensfvel erosdo genética notada em
muitas espécies de plantas medicinais, torna-se evidente a
necessidade do desenvolvimento e do aperfeicoamento de
técnicas de conservagao de germoplasma dessas espécies,
para que esteja acessivel para utilizacao futura (A. Sd et al.,
2011). Neste sentido, a biotecnologia proporciona algumas
vantagens e possibilidades de grande interesse como
complemento ou alternativa para preservar espécies de
plantas medicinais, a exemplo da conservagao in vitro, que
implica a manutencio de plantas sob crescimento minimo
(K. Silva et al., 2021; Menezes-S4 et al., 2022).

A partir de mudancas no ambiente de cultivo,
como reducao da temperatura e da intensidade luminosa,
reducdo na concentracdo de sais e nutrientes no meio de
cultura, adicao de inibidores de crescimento e agentes
osmdticos, é possivel desacelerar ou suprimir totalmente
o crescimento de células, tecidos e érgdos (Lima et al.,
2021; ). Sd et al., 2021).

Portanto, a conservagao in vitro de germoplasma
€ um método complementar a conservacao em campo,
sendo considerada efetiva na preservacdo do material
em médio prazo, permitindo a rdpida multiplicacéo e
armazenamento de germoplasma de plantas em ambiente
asséptico, livre de patdgenos e de baixo custo, em
comparagdo com a conservagado no campo (M. Santos
etal., 2011; Trueman et al., 2018).

Cada espécie exige condicdes particulares para a
sua conservagao in vitro, o que justifica estudos especificos
para adequagao de protocolos de conservacdo. Entre os
fatores de grande importancia para o estabelecimento
de protocolos de conservacao in vitro, destacam-se
concentracdo do meio de cultura, controle de temperatura
e concentracdo de sacarose (Lima-Brito et al., 2011;
Almeida et al., 2020; Oliveira & Aloufa, 2022).

A crescente utilizagdo de Vernonia condensata, por
suas propriedades terapéuticas, justifica a necessidade
de implementacdo de métodos complementares para
a sua conservacdo. Dessa maneira, este trabalho tem
por objetivo estabelecer condi¢cbes de crescimento
minimo, visando ao desenvolvimento de um protocolo
de conservacdo in vitro de Vernonia condensata, para ser
utilizada em pesquisas e inserida na salde publica do
Recédncavo da Bahia.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada a Salde, da Faculdade Maria Milza (FAMAM). As
plantas de Vernonia condensata utilizadas como fonte
de explante neste trabalho foram oriundas da pesquisa
desenvolvida por Almeida et al. (2020), sendo estabelecidas

F=¢=*

2



Bol. Mus. Para. Emilio Goeldi. Cienc. Nat., Belém, v. 18, n. 1, €2023-e792, jan.-abr. 2023

e multiplicadas in vitro por esses autores, totalizando um
periodo de cultivo in vitro de aproximadamente sete meses
antes da utilizacio na presente pesquisa. E valido destacar
que, apds a etapa de multiplicacdo realizada por Almeida
etal. (2020), as plantas foram mantidas em meio de cultura
Murashige e Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962)
durante mais dois subcultivos, com intervalos de 30 dias.

Os segmentos nodais, com aproximadamente
1,5 cm, foram inoculados em tubos de ensaios de vidro
contendo 15 mL do meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962), com diferentes concentragdes de sais: 100%
(MS), 50% (MS/2) e 25% da concentracio salina (MS/4).
Também foram avaliadas duas concentracdes de sacarose
(15 e 30 g L"). Os tubos foram vedados com filme PVC,
sendo, em seguida, mantidos em camara climatizada
Biochemical Oxygen Demand (BOD) com temperatura de
20°C £ 1°C, e em sala de crescimento com temperatura
de 25 °C = 1°C, ambos com fotoperiodo de 16 horas de
luz e 40 UM m? s de intensidade luminosa. As ldampadas
utilizadas nas prateleiras e BOD foram do tipo LED, sendo
duas lampadas por prateleira, em cada divisdo, e quatro
ldmpadas na BOD.

Apds 30 dias de cultivo, foi realizada a primeira
avaliagdo, utilizando as seguintes variaveis: altura de planta
(AP), em cm, nimero de folhas verdes (NFV), nimero de
folhas senescentes (NFS) e nimero de raizes (NR). Com
120 dias de cultivo, foi realizada uma segunda avaliagao
para verificar a viabilidade das plantas em relacdo aos
tratamentos com as variaveis descritas anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (6 x 2), seis tipos de meio
MS suplementados com sacarose (MS com 15 g L' de
sacarose, MS com 30 g L' de sacarose, MS/2 com 15 gL' de
sacarose, MS/2 com 30 g L' de sacarose, MS/4 com 15 g L
de sacarose, MS/4 com 30 g L' de sacarose) e dois
ambientes de cultivo (20°C = 1°CnaBOD e 25°C += 1°C
em sala de crescimento), com 15 repeticdes.

Os dados resultantes das avaliagbes das plantas
foram submetidos ao teste F da andlise de variancia

(ANAVA), considerando-se o delineamento inteiramente
casualizado em esquema de parcelas subdivididas no
tempo, em que foram avaliados os tratamentos do
fatorial 6 x 2 nas parcelas e as épocas de avaliacdo e suas
respectivas interacdes com os tratamentos das parcelas
nas subparcelas. As médias dos tipos de meio foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
e as médias de temperaturas e épocas de avaliagdo foram
submetidas a andlise da variancia e contrastadas pelo teste
F de Fischer a 5% de probabilidade. As variaveis NFV, NFS
e NR foram transformadas para v x + 0,5, visando ao
atendimento das pressuposicdes da ANAVA. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
estatistico R (R Core Team, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com 30 dias de cultivo, as menores alturas foram
observadas no ambiente com 20 °C, independente da
composicdo do meio de cultura. Entretanto, com 120
dias de cultivo, os explantes apresentaram menor altura
quando foram conservados em meio MS com 15 g L' de
sacarose e mantidos em ambiente com 25 °C, bem como
quando cultivados em meio MS/4 com 30 g L' de sacarose
e mantidos a 20 °C (Tabela 1).

Em pesquisa realizada por T. Santos et al. (2012),
acessos de vetiver [Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty]
foram conservados sob o regime de crescimento lento por
um periodo de 270 dias, reduzindo-se a concentracdo dos
sais do MS para 25% de sua concentragao total (MS a 1/4),
atemperatura de 18 °C. Ainda para os autores supracitados,
a reducdo das concentragdes de sais do meio bdsico de
cultivo é outra estratégia amplamente empregada para a
conservagao sob regime de crescimento minimo. Porém,
no estabelecimento /n vitro de um banco de germoplasma
da espécie Pfaffia glomerata (Spreng) Pederson, Lima et al.
(2021) observaram que a reducgdo de 50% dos sais do meio
de cultura MS foi a mais indicada para conservagao in vitro
de N. mucugensis, por ter promovido menor crescimento
das plantas, além do alto indice de sobrevivéncia.
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Tabela 1. Valores médios de altura de plantas de Vernonia condensata Baker (cm) cultivadas in vitro em diferentes concentracdes do meio de
cultura MS, suplementado com sacarose, em ambientes de cultivo com temperaturas de 20 °C (BOD) e de 25 °C (sala de crescimento),
durante 30 e 120 dias. Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a

5% de probabilidade.

. Ambientes de cultivo
Meio 20 °C (BOD) 25 °C (Sala de crescimento)
30 dias
MS com 15 g L' de sacarose 1,13 aA 2,57 aA
MS com 30 g L' de sacarose 1,32 aA 6,60 B
MS/2 com 15 g L' de sacarose 1,14 aA 4,13 bB
MS/2 com 30 g L' de sacarose 0,86 aA 6,71 cB
MS/4 com 15 g L' de sacarose 1,63 aA 5,20 bB
MS/4 com 30 g L' de sacarose 1,02 aA 7,99 B
120 dias
MS com 15 g L' de sacarose 16,33 cB 7,13 aA
MS com 30 g L' de sacarose 13,93 bA 17,79 cB
MS/2 com 15 g L' de sacarose 16,71 cB 13,43 bA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 11,83 bA 19,50 dB
MS/4 com 15 g L' de sacarose 10,89 bA 16,07 cB
MS/4 com 30 g L' de sacarose 7,43 aA 16,96 B
CV (%) 27,52

A partir da conservacdo in vitro de amoreira-preta
via crescimento lento, N. Silva et al. (2016) ressaltam a
importancia de ajustar as concentracdes das substancias
osmorreguladoras, objetivando promover o crescimento
lento e facilitar a recuperacio de explantes apds o periodo
de conservacdo in vitro recomendado.

Apds 120 dias de cultivo, as plantas mantidas em
temperatura de 20 °C apresentaram menor altura,
quando cultivadas em meio suplementado com 30 g L
de sacarose, ja quando mantidas em ambiente com 25 °C
a suplementacdo do meio com 15 g L' de sacarose foi
mais eficiente na reducdo do desenvolvimento das plantas
(Tabela 1). Nesta perspectiva, podemos perceber que as
concentracdes de sacarose adicionadas nos meios nutritivos
como reguladores osmdético e fontes de carbono tiveram
influéncia significativa no que se refere a altura da planta.

Baixas temperaturas estdo relacionadas a restricdo

na absorgao de 4gua e de nutrientes (Sharma et al., 2005),

pois ha reducdo das reagdes quimicas, ocasionando
menos energia metabdlica acessivel (Larcher, 2006).
Em pesquisa realizada por Vettorazzi et al. (2017),
objetivando a conservagdo in vitro de plantas de batata-
doce, foi possivel observar, aos 90 dias, que a reducao
da temperatura, dos sais e da sacarose no meio de
cultura MS proporcionou menor crescimento das plantas.
Resultado semelhante foi observado por Pedroso et al.
(2010), ao avaliarem a influéncia da temperatura sobre o
crescimento e a morfologia de plantas de Vriesea inflata
mantidas in vitro. Esses autores evidenciaram que plantas
da espécie mencionada podem ser mantidas in vitro
em baixas temperaturas (15 °C) por 24 meses, com o
objetivo de estabelecer uma colegdo in vitro visando a
preservacdo da espécie.

Independentemente da composi¢do do meio
de cultura, o maior nimero de folhas verdes (NFV)
foi observado nas plantas cultivadas em ambiente com
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temperatura de 25 °C (Tabela 2). Aos 120 dias de cultivo,
os maiores valores médios dessa caracteristica foram
constatados nas plantas cultivadas em meio MS/2 com 15 g L
de sacarose. Neste sentido, foi possivel constatar que o
aumento na concentracao de sacarose adicionada aos meios
de cultura ndo foi um fator determinante para o aumento do
nUmero de folhas verdes, uma vez que os maiores valores
foram observados em concentracdo menor.

Maior nimero de folhas verdes é um aspecto
indicativo de uma planta vigorosa e com maior chance de
sobrevivéncia apds os subcultivos, principalmente apds um
periodo longo de conservagdo in vitro, sendo importante
destacar que as plantas apresentaram valores satisfatérios
de NFV ao final do periodo de cultivo avaliado (120 dias),
considerando-se os diferentes tratamentos, com excegio
do meio MS/4 suplementado com ambas as concentracdes
de sacarose, associado a temperatura de 20 °C, assim

como o MS/2 com 30 g L' de sacarose, associado a essa

temperatura, onde ocorreu os menores valores do NFV,
0 que pode reduzir a viabilidade das plantas e a chance de
sobrevivéncia apds o periodo de cultivo (Tabela 2).
Lima-Brito et al. (2011), comparando duas temperaturas
(18 e 25 °C) na conservagao in vitro de sempre-viva
(Syngonanthus mucugensis Giul. subsp. muctgensis), observaram
que as maiores médias para o nimero de folhas verdes
foram obtidas na temperatura de 18 °C, independente da
concentracdo de carboidrato utilizado. Assim como os autores
supracitados, Menezes-Sa et al. (2019), ao compararem
duas temperaturas de cultivo (18 e 25 °C), observaram
que a temperatura de 18 °C proporcionou maiores médias
atribuidas ao nimero de folhas verdes na conservagdo in vitro
das espécies Polystachya estrellensis Rchb. f. e Oeceoclades
maculata (Lindl.) Lindl., contudo verificaram que, para a
espécie Catasetum macrocarpum, independentemente
dos reguladores osmdticos observados, a temperatura
de 25 °C foi a mais adequada para a variavel analisada.

Tabela 2. Valores médios do nimero de folhas verdes de plantas de Vernonia condensata Baker, cultivadas in vitro em diferentes concentragdes
do meio de cultura MS, suplementado com sacarose, em ambientes de cultivo com temperaturas de 20 °C (BOD) e de 25 °C (sala de
crescimento), durante 30 e 120 dias. Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailisculas nas linhas nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de F a 5% de probabilidade.

. Ambientes de cultivo
Meio 20 °C (BOD) 25 °C (Sala de crescimento)

30 dias
MS com 15 g L' de sacarose 4,27 aB 6,67 aA
MS com 30 g L' de sacarose 2,69 bB 8,36 aA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 5,73 aB 8,73 aA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 1,57 bB 8,27 aA
MS/4 com 15 g L' de sacarose 4,73 aB 8,20 aA
MS/4 com 30 g L' de sacarose 2,85 bB 8,60 aA

120 dias
MS com 15 g L' de sacarose 9,00 bB 12,53 bA
MS com 30 g L' de sacarose 8,29 bB 12,83 bA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 11,42 aB 15,73 aA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 4,22 B 9,13 A
MS/4 com 15 g L' de sacarose 436 cB 10,86 bA
MS/4 com 30 g L' de sacarose 3,00 B 6,08 dA

CV (%) 16,56
===
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De acordo com Vila-Verde et al. (2021), o nimero
de folhas determina o potencial de propagacio da planta.
Carvalho et al. (2016) destacaram a importancia de verificar
a correlagdo existente entre essas varidveis, constatando
uma baixa correlacdo entre AP e NFV (r = 0,17%; r =
0,25%*, respectivamente) em plantas de citros cultivadas in
vitro, ressaltando a possibilidade de obtencdo de materiais
com menor altura e com ndmero adequado de folhas
verdes como condicdo fundamental para a conservagao
in vitro. Resultado semelhante foi observado no presente
trabalho (r = 0,45**, dados ndo apresentados).

Em relacdo a caracteristica do nimero de folhas
senescentes (NFS), apds 30 dias de cultivo, observou-se
que ndo houve diferenca entre as composicdes de meio de
cultura e temperaturas utilizadas. Apés 120 dias de cultivo,
o menor valor de NFS foi observado quando as plantas
foram cultivadas em meio de cultura MS com 15 g L

de sacarose e mantidas na temperatura de 25 °C.
Este resultado pode estar atrelado ao fato de que o
meio MS na sua concentracdo salina completa pode
apresentar concentracdes de macro e micronutrientes
necessarios ao desenvolvimento in vitro do aluma. Além
disso, concentragao dtima de sacarose no meio de cultura
¢ fundamental para o estabelecimento da condicdo
de crescimento minimo, uma vez que o objetivo da
conservacgdo é retardar o desenvolvimento da planta
sem afetar sua vitalidade. £ importante observar que, no
ambiente de cultivo com temperatura de 25 °C, quando
os meios de cultura foram suplementados com 15 g L
de sacarose, as plantas apresentaram menor NFS em
relacdo as plantas cultivadas em meios com adicdo de
30 g L' de sacarose (Tabela 3).

T. Santos et al. (2012) afirmam, em relacdo a
coloracdo das folhas das plantas conservadas in vitro, que

Tabela 3. Valores médios do nimero de folhas senescentes de plantas de Vernonia condensata Baker, cultivadas in vitro em diferentes
concentragdes do meio de cultura MS, suplementado com sacarose, em ambientes de cultivo com temperaturas de 20 °C (BOD) e de 25 °C
(sala de crescimento), durante 30 e 120 dias. Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

; Ambientes de cultivo
Meio 20 °C (BOD) 25 °C (Sala de crescimento)
30 dias
MS com 15 g L' de sacarose 0,27 aA 0,00 aA
MS com 30 g L' de sacarose 1,08 aA 0,21aA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 1,73 aA 0,00 aA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 0,79 aA 0,20 aA
MS/4 com 15 g L' de sacarose 0,53 aA 0,00 aA
MS/4 com 30 g L' de sacarose 1,38 aA 0,13aA
120 dias
MS com 15 g L' de sacarose 9,20 aB 1,40 aA
MS com 30 g L' de sacarose 10,86 aB 7,92 cA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 11,00 aB 4,00 bA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 11,33 aA 11,60 dA
MS/4 com 15 g L' de sacarose 10,57 aA 9,43 A
MS/4 com 30 g L' de sacarose 9,00 aA 11,00 dA
CV (%) 31,08

~—r

~—



Bol. Mus. Para. Emilio Goeldi. Cienc. Nat., Belém, v. 18, n. 1, €2023-e792, jan.-abr. 2023

€ necessario ponderar plantas mais vigorosas, ainda que
estas aparentem ser um pouco menores do que se deseja.

Segundo Divakaran et al. (2006), altas concentragdes
de sacarose contribuem para o crescimento acelerado
da planta, e a exaustao de outras substancias no meio de
cultura faz com que as folhas amarelecam e até caiam.
Nesse sentido, plantas cultivadas em meios com déficit
de nutrientes podem ficar mais vulneraveis a senescéncia,
quando o meio nutritivo ndo conseguir suprir as
necessidades nutricionais de que a planta precisa.

Estudo realizado por Maldaner et al. (2018)
evidenciou resultado positivo em relacdo as taxas de
crescimento e a sobrevivéncia das plantas de Desmodium
incanum DC com metade da concentracdo padrio de sais
do meio de cultura MS.

Estudando sobre efeito dos agentes osmdticos
(sacarose, manitol e sorbitol) na conservacdo in vitro
de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Smith, Alvim et

al. (2020) constataram que os menores valores para
o numero de folhas senescentes foram obtidos nos
tratamentos contendo a maior concentracdo de sacarose
(90,66 g L") isolada, na temperatura de 25 = 2 °C.

Pesquisa realizada por Carvalho et al. (2016) revelou
gue o ambiente de cultivo com temperatura de 22 = 1
°C, intensidade luminosa de 10 umol m? s' e 12 h de
fotoperiodo mostrou-se mais eficiente para reduzir o
crescimento de plantas de gendtipos de citros conservados
in vitro, prolongando o tempo de subcultivo e mantendo
as plantas viaveis. Por outro lado, estudo realizado por
Vettorazzi et al. (2017) evidenciou que, na conservacdo
in vitro de batata-doce, a temperatura de cultivo de 27
+ 1 °C é mais aconselhavel quando comparada com a
temperatura de 18 = 1°C.

Foi observado, aos 30 dias de cultivo, maior nimero
de raizes (NR) nas plantas quando elas foram cultivadas em
meio MS/4 com 15 g L' de sacarose (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios do nimero de raizes de plantas de Vernonia condensata Baker, cultivadas in vitro em diferentes concentracdes
do meio de cultura MS suplementado com sacarose, em ambientes de cultivo com temperaturas de 20 °C (BOD) e de 25 °C (sala de
crescimento), durante 30 e 120 dias. Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailisculas nas linhas nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de F a 5% de probabilidade.

. Ambientes de cultivo
Meio 20 °C (BOD) 25 °C (Sala de crescimento)
30 dias
MS com 15 g L' de sacarose 3,13 bA 2,20 bA
MS com 30 g L' de sacarose 1,85 cB 4,57 aA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 2,73 bA 3,73 aA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 1,00 B 4,20 aA
MS/4 com 15 g L' de sacarose 4,80 2A 4,40 aA
MS/4 com 30 g L' de sacarose 0,46 B 4,40 A
120 dias
MS com 15 g L' de sacarose 4,80 bA 2,47 cB
MS com 30 g L' de sacarose 5,57 bA 6,08 bA
MS/2 com 15 g L' de sacarose 5,50 bA 5,60 bA
MS/2 com 30 g L' de sacarose 6,67 aA 7,73 aA
MS/4 com 15 g L' de sacarose 6,29 aB 7,64 aA
MS/4 com 30 g L' de sacarose 4,43 bB 8,25 aA
CV (%) 16,04
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Resultado similar foi encontrado por T. Santos et al.
(2012), em pesquisa sobre propagacdo e conservacao in
vitro de vetiver, onde identificaram que a conservaco in
vitro da espécie é possivel em meio MS semissdlido com
25% dos sais MS e temperatura de 18 °C, por um periodo
de 270 dias. Por outro lado, Alves et al. (2010), pesquisando
sobre a influéncia de diferentes meios de cultura sobre o
crescimento de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen para
conservagao in vitro, verificaram que nenhum tratamento
utilizando diferentes concentracdes salinas de meio MS e
fonte de carbono (sacarose e sorbitol) inibiu a formagao
de raizes, ocorrendo 100% de enraizamento em explantes
da espécie sob temperatura de 16 *= 1 °C no perfodo
proposto (seis meses).

Lima-Brito et al. (2011), quando avaliaram o efeito
de agentes osmdticos e da temperatura na conservagao in
vitro de Syngonanthus mucugensis Giul. Subsp. mucugensis,
demonstraram o potencial da técnica de cultivo in vitro
para a espécie em estudo, destacando que a utilizacdo
de meio de cultura MS na metade de sua concentracao
salina, contendo 15 g L' de sacarose e mantendo as
plantas em temperatura a 18 °C, possibilita a conservacdo
dessa espécie por até 180 dias, sem subcultivo. Souza
et al. (2020) também observaram que o meio MS com
metade da concentragdo de sais e 15 g L' de sacarose
permitiu a conservagao in vitro de Passiflora edulis Sims
por um perfodo de cultivo de 120 dias, com 100% de
sobrevivéncia apds aclimatacéo.

Ao reduzir a concentragdo salina do meio para MS
para 1/4, observou-se, aos 120 dias de cultivo, um maior
ndmero de raizes quando as plantas foram cultivadas no
ambiente a 25 °C (Tabela 4). Avaliando as concentracdes
de sais do meio MS (100, 75, 50 e 25%) e temperatura (18
e 25 °C) do ambiente de cultivo, Menezes-Sa et al. (2019)
verificaram que, na temperatura de 25 °C, ndo houve
diferencas significativa entre as trés espécies dentro de
cada tratamento. Além disso, observou que houve melhor
enraizamento na temperatura de 18 °C para a espécie
Catasetum macrocarbum, em todas as concentracoes

de sais do meio MS avaliadas, enquanto para a espécie
Polystachya estrellensis Rchb. f. ndo houve diferencas
significativas entre as concentragdes salinas do meio,
com 1009 de enraizamento em todos os tratamentos.
Ja na espécie Oeceoclades maculata (Lindl.) Lindl., houve
diferenca na porcentagem de enraizamento apenas quando
foram utilizados 100% dos sais do meio MS.

Levando-se em consideragao a suplementacao dos
meios nutritivos com sacarose em funcdo das temperaturas
do ambiente de cultivo, os maiores valores médios do
ndmero de raizes foram observados no ambiente com
temperatura de 25 °C, utilizando 30 g L"de sacarose no
meio de cultura (Tabela 4). Trabalhando com espécies
de orquideas, Menezes-Sa et al. (2019) verificaram que
a porcentagem de plantas enraizadas atingiu valores de
90% para todas as espécies de orquideas estudadas,
independente da fonte de carbono utilizada, tanto na
temperatura de 18 °C como de 25 °C, exceto para
a espécie Catasetum macrocarpbum, com 24,6% de
enraizamento quando mantida em 18 °C. Além disso,
verificaram, aos 360 dias de cultivo, que houve 100% de
enraizamento na espécie Vanilla planifolia Andrews, com a
reducdo da temperatura para 22 °C.

A sacarose, assim como outros agentes osmaticos,
quando empregada em altas concentragdes na conservacio
in vitro, reduz o potencial hidrico do meio de cultura, o
que dificulta a absorcao de dgua e nutrientes pelo explante,
restringindo o crescimento in vitro (Engelmann, 1991;
Caldas et al., 1998). Nesse sentido, Alvim et al. (2020)
afirmam que a utilizacdo de elevadas concentracdes de
sacarose favorece a conservacio in vitro de Amburana
cearensis (Allemao) A.C.Smith, proporcionando altas taxas
de sobrevivéncia ao final de 300 dias.

Em relacdo as colegbes de germoplasma vegetal
in vitro, observa-se que, na colecdo de bananeiras da
Bioversity, com intervalo médio de subcultivos de 12
meses, vem sendo utilizado 30 g L' de sacarose, enquanto
a concentragao utilizada para mandioca no International
Center for Tropical Agriculture (CIAT) é de 20 g L' e no

F=¢=*



Bol. Mus. Para. Emilio Goeldi. Cienc. Nat., Belém, v. 18, n. 1, €2023-e792, jan.-abr. 2023

International Institute of Tropical Agriculture (IITA) é de 30 g L,
com intervalos de subcultivos entre 4 e 19 meses (Carvalho
etal., 2022; CGIAR, 2012).

A partir dos resultados, observou-se variacdo
nas caracteristicas das plantas em funcdo dos fatores
avaliados nas duas épocas (30 e 120 dias), sendo
estes: composicdo do meio de cultura e temperatura
do ambiente de cultivo. No entanto, de forma
geral, observou-se que o meio de cultura MS na sua
concentracdo salina completa com adicdo de 15 g L
de sacarose proporcionou o menor desenvolvimento
in vitro de Vernonia condensata Baker. Além disso, ficou
evidente nas condi¢bes avaliadas nesta pesquisa que o
ambiente com temperatura de 25 °C foi o mais favoravel
para a maioria das caracteristicas estudadas.

Apesar de alguns trabalhos citados anteriormente
estarem relatando a reducdo de temperatura para
conservagao in vitro, observou-se, no presente trabalho,
que as melhores respostas para o estabelecimento de
condi¢bes de crescimento minimo de plantas de aluma
foram observadas em temperaturas comumente utilizadas
em salas de crescimento.

De acordo com Fariaetal. (2007) e Flores etal. (2011),
as espécies podem apresentar diferentes desempenhos
para o cultivo in vitro, ou seja, o comportamento de cada
gendtipo é determinado por fatores genéticos. Nesse
sentido, Carvalho et al. (2014) afirmam que, embora
seja possivel conservar plantas do limoeiro ‘Rugoso da
Florida’ sem subcultivos por um periodo de 12 meses,
utilizando o meio de cultura Wood Plant Medium (WPM)
em sua concentracdo salina completa e volume de 20
mL, serdo necessarios estudos com outros gendtipos
para definir o protocolo de conservacio in vitro para as
espécies de citros, visto que pode ocorrer variagao entre
as plantas de um mesmo gendtipo conservadas in vitro. De
acordo com os trabalhos citados anteriormente, € possivel
observar que espécies e cultivares possuem caracteristicas
genéticas especfficas. Dessa maneira, recomenda-se que
os protocolos de conservagao in vitro sejam avaliados

e ajustados individualmente, tanto durante a etapa de
crescimento minimo como na subsequente retomada,
visando a conservacdo da diversidade genética (K. Silva
etal., 2021).

Protocolos de conservagdo in vitro visam manter as
plantas sob condi¢des de crescimento minimo por longos
periodos de cultivo, a partir da reducdo do metabolismo
e do desenvolvimento das plantas, favorecendo a
manutencdo das espécies por um extenso intervalo de
tempo, em um mesmo recipiente contendo meio de cultura,
reduzindo a necessidade de realizar subcultivos periddicos,
proporcionando a reducao de custos e diminuindo os riscos
de variacdo somaclonal. Dessa maneira, estudos futuros
relacionados a conservacao in vitro de Vernonia condensata
precisam ser realizados avaliando outros fatores, como
composicoes de meio de cultura distintas das empregadas
nesta pesquisa, bem como a avaliacdo de concentracdes de
retardantes de crescimento, como o acido abscisico (ABA)
e o paclobutrazol (PBZ), com vistas a alcangar um perfodo
de conservacao in vitro de plantas de V condensata superior
a 120 dias de cultivo.

CONCLUSAO

O meio de cultura MS com adicdo de 15 g L' de sacarose,
associado a temperatura do ambiente de cultivo a 25 °C,
favorece a conservacgdo in vitro de Vernonia condensata
Baker a partir de plantas com menor altura e nimero de
folhas verdes satisfatorios, por um periodo de 120 dias.
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