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Introducéo

Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae) ¢ uma
espécie herbacea, tuberosa, perene e rupestre endémica
do Espirito Santo (Fig. 1A). A familia Gesneriaceae tem
ampla distribuicdo no Brasil e o género Sinningia é
encontrado em varios estados, principalmente na Bahia,
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Pernambuco e Espirito
Santo [1]. Plantas desse género sdo conhecidas como
rainhas-do-abismo em algumas localidades do Brasil,
devido a sua beleza e seu habito de crescimento em
precipicios [2].

S0 conhecidas atualmente 70 espécies dentro do
género e a grande maioria esta concentrada em areas de
Floresta Atlantica [2]. S. aghensis se encontra ameacada
de extingdo conforme lista do IPEMA [3],
principalmente pela degradacdo do seu habitat natural, o
que tem restringido o numero de sua populagdo em
condicBes naturais. Dada a dificuldade de coleta de
sementes para estudos de germinacdo, uma das
alternativas para aumentar o nimero de individuos dessa
espécie esta nas técnicas de cultura de tecidos vegetais.
Trata-se de uma alternativa para a obtencdo de um
grande nimero de plantas, em curto espago de tempo,
garantindo  uniformidade genética e qualidade
fitossanitaria do material [4]. Esse tipo de propagacédo
constitui uma ferramenta importante para a reposi¢do de
espécies nativas com potencial econémico-ecoldgico
ameacadas de extincdo [5]. Tem sido considerada,
também, importante ferramenta em trabalhos de
conservacdo através da implantacdo de bancos de
germoplasma ex situ [6].

Entretanto, o estabelecimento in vitro de espécies
nativas, em funcdo de suas caracteristicas peculiares,
apresenta  problemas, tais como oxidagdo e
contaminagdo. A contaminacao estd associada ao tipo de
planta, da procedéncia e das condi¢cBes ambientais em
que se desenvolve. Em algumas espécies, o material
vegetal proveniente de condi¢gbes de campo pode
apresentar elevada concentragcdo de microrganismos [5].
Outro fator agravante que contribui para a contaminacéo
dos explantes quando cultivados in vitro é a presenca de
tricomas foliares (Fig. 1B) onde os microorganismos se
alojam [7]. Esse caso é particular em S. aghensis.

Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo para controlar a contaminacéo
de explantes de S. aghensis quando cultivados in vitro.

Material e métodos

Plantas de S. aghensis foram  coletadas,
aleatoriamente, no Morro do Cruzeiro, municipio de Vila
Velha (20° 19° 49”S, 40° 20’ 27”W), Espirito Santo. As
plantas encontravam-se na fase vegetativa, sendo assim
foram envasadas com terra e cultivadas na casa de
vegetacdo da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES) (Fig. 1C) durante uma semana para aclimatacao.

Foram utilizadas, como fonte de explantes, folhas que
foram submetidas a diferentes tratamentos de
desinfestacdo. Primeiramente, as folhas foram lavadas
com agua corrente e sabdo neutro liquido. O material foi
dividido em dois lotes: com e sem tricomas. Os tricomas
foram retirados com o auxilio de uma gilete. Cada lote
foi subdividido em quatro tratamentos: (1) lavagem em
solucdo de hipoclorito de sédio comercial a 40 % (v/v)
durante 20 minutos e seguido de desinfestacdo em alcool
70 % durante 1 minuto; (2) lavagem em solugdo de
hipoclorito de sddio comercial a 40 % (v/v) durante 20
minutos, seguido de desinfestacdo em alcool 70 %
aplicado na folha com algodao; (3) lavagem em solucéo
de hipoclorito de sodio comercial a 100 % (v/v) durante
20 minutos, seguido de desinfestacdo em &lcool 70 %
aplicado na superficie da folha com algodao; e (4)
lavagem em solucéo de hipoclorito de s6dio comercial a
100 % (v/v) durante 20 minutos, seguido de
desinfestagcdo em alcool 70 % durante 1 minuto. Além
desses tratamentos que consistiram na retirada ou nao
dos tricomas, foram feitos discos foliares na regido da
nervura central e removidos a epiderme com estilete ou
gilete. Os discos foram lavados em solucdo de
hipoclorito de sédio comercial a 100 % (v/v) durante 20
minutos, seguido de desinfestagdo em alcool 70 %
durante 1 minuto (Tab. 1).

Antes da inoculacdo, os explantes (discos foliares,
n=10) foram enxaguados por trés vezes com agua
destilada autoclavada em condicdes asséptica em camara
de fluxo laminar. O meio de cultura utilizado foi o de
Murashige & Skoog [8] .sem fitoregulador de
crescimento, contendo 30 g.L* de sacarose, 100 g.L™* de
mio-inositol, 7,5 g.L? de agar, pH ajustado para 5,9 e
autoclavado por 20 minutos a 121° C e 1 atm. Apds a
inoculagdo, o material foi acondicionado em sala de
crescimento em luz continua e temperatura constante de
+26° C.

As avaliagdes foram

realizadas aos 15 dias,
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analisando-se a porcentagem de contaminacéo.

Resultados e discussao

Os melhores resultados referentes a desinfestacdo
eficiente, foram obtidos nos tratamentos em que foram
feitos discos foliares na regido da nervura central e
removidos a epiderme com estilete ou gilete (Fig. 2). No
primeiro, ndo houve nenhuma contaminacdo, enquanto
no segundo apenas 20 % dos explantes foram
contaminados. No entanto, € necessario um prazo maior
para a avaliacdo da formacdo de calos, uma vez que 0s
tratamentos podem ter sido muito drasticos, pois houve a
retirada da epiderme, o que poderia estar afetando o
metabolismo e sobrevivéncia dos explantes, causando
necrose do tecido.

Resultados satisfatérios, quanto a desinfestacéo,
também foram obtidos nos seguintes tratamentos dos
lotes contendo folhas sem tricomas: (3) lavagem em
solucdo de hipoclorito de sédio comercial a 100 % (v/v)
durante 20 minutos, seguido de desinfestacdo em alcool
70 % aplicado na superficie da folha com algodao; e (4)
lavagem em solucdo de hipoclorito de sodio comercial a
100 % (v/v) durante 20 minutos, seguido de
desinfestacdo em alcool 70 % durante 1 minuto. Em
ambos apenas 50 % dos explantes foram contaminados.
Esses tratamentos se destacam pelo fato da epiderme ter
sido mantida, indicando a integridade celular e do
metabolismo vegetal, possibilitando a formacéo de calos.

Assim sendo, os resultados obtidos neste trabalho
foram significativos, uma vez que se buscou contribuir
para estabelecer um protocolo para o controle da
contaminacdo de explantes foliares de S. aghensis para a
micropropagagdo in vitro dessa espécie ameacgada de
extingdo da flora do Espirito Santo.
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Tabela 1. Delineamento experimental dos tratamentos de controle da contaminacao de explantes de Sinningia aghensis cultivados in

vitro.

Tratamento pré-desinfestacdo

Desinfesta¢do com hipocloreto comercial durante 20 min.

Desinfestacdo com alcool 70%

Solucéo a 40%

Imerso em solug&o durante 1 min.

Tricomas ndo removidos

Solugéo a 100%

Aplicacdo com algod&o sobre a epiderme

Solucéo a 40%

Tricomas removidos

Imerso em solucéo durante 1 min.

Solugéo a 100%

Aplicacdo com algod&o sobre a epiderme

Epiderme removida com estilete

Epiderme removida com gilete

Imerso em solugdo durante 1 min.

Solugéo a 100%
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Figura 1. Sinningia aghensis Chautems (Gesneriaceae), espécie endémica do Espirito Santo A. Habito rupestre; B. Folha mostrando
a presenca de tricomas; C. Imagem de satélite do local da coleta (Morro do Cruzeiro).
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Figura 2. Dados percentuais de taxa de contaminacdo em explantes de S. aghensis cultivados in vitro. Tratamentos com ou sem
tricomas: (1) lavagem em solugdo de hipoclorito de sddio comercial a 40 % (v/v) durante 20 minutos, seguido de desinfestacdo em
alcool 70 % durante 1 minuto; (2) lavagem em solucéo de hipoclorito de sédio comercial a 40 % (v/v) durante 20 minutos, seguido
de desinfestacdo em alcool 70 % aplicado na folha com algoddo; (3) lavagem em solucéo de hipoclorito de sédio comercial a 100 %
(v/v) durante 20 minutos, seguido de desinfestacdo em alcool 70 % aplicado na superficie da folha com algoddo; e (4) lavagem em
solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 100 % (v/v) durante 20 minutos, seguido de desinfestagdo em alcool 70 % durante 1
minuto. Tratamentos sem epiderme: (A) epiderme removida com estilete e (B) epiderme removida com gilete.
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