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RESUMO

Através da técnica de micropropagacdo vegetal, ha possibilidade de produgdo em larga escala
de plantas de interesse agricola e ambiental de alta qualidade para produtores de diferentes
origens econdmicas, contribuindo efetivamente para a expansdo agricola e preservacao
ambiental. Problemas fitossanitéarios e qualidade genética foram resolvidos com esta técnica,
no entanto, os desafios incluem reducdo de custos, maior eficiéncia, desenvolvimento de
novas tecnologias e estabelecimento de protocolos seguros. Samambaias arbdreas sdo
pteridofitas altamente exploradas (como as ‘samambaiagus’ ou ‘xaxins’) em biomas cada vez
mais antropizados (como a Mata Atlantica). S&o plantas de um grupo taxonémico que,
evolutivamente, ndo desenvolveram estruturas botanicas produtoras de sementes, flores ou
frutos. A reproducdo se da& especialmente por esporos que precisam encontrar ambiente
favoravel para se desenvolver e formar um individuo adulto. O desenvolvimento de mudas de
pteridéfitas em ambientes naturais pode ser restrito pelas condi¢es inadequadas de luz e
umidade, além do crescimento lento. Neste contexto, a micropropagacdo de samambaias
arboreas (‘samambaiagus’) pode contribuir com a preservacdo das espécies e educacao
ambiental, sensibilizando e mobilizando toda uma comunidade local. Neste propdsito, na
inexisténcia de trabalhos cientificos nesta linha, este projeto desenvolvido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do IFMGJ|SJE tem a perspectiva de estabelecer um protocolo de
micropropagacdo de samambaia arborea (Pteridopsida) através da germinacdo de esporos.
Para isso, frascos de cultivo vegetal de (vidro e polipropileno) contendo esporos em meio de
cultura béasico formulado sob diferentes concentrages de propolis (2, 4 e 8 g/mL) foram
mantidos sob diferentes qualidade de luz (verde, vermelha, azul, branca, luz natural). Um
protocolo devera ser estabelecido para obter o procedimento experimental mais eficiente na
germinacdo dos esporos da com formacdo de gametdfitos e novos esporofitos. A partir dos
dados coletados de dois experimentos independentes (marco-junho e julho-outubro),
realizados dentro do prazo deste projeto, ndo foi possivel estabelecer um protocolo seguro
para reproducdo in vitro dos esporos da pteridofita. O extrato de prépolis ndo foi capaz de
inibir as contaminagdes nos frascos para os diferentes tratamentos. Mais estudos necessitam
ser conduzidos no sentido de investigar o efeito da autoclavagem sob a bioatividade do
extrato de prépolis. Pela importancia do projeto, um novo ensaio independente estd em
andamento para investigar as falhas experimentais anteriores e dar continuidade aos trabalhos.
Nova submissdo do Projeto sera realizada em novo Edital.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Esporos. Gametdfitos. Samambaiagu.
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1 INTRODUCAO

Fatores experimentais como composi¢do do meio de cultivo in vitro e qualidade de luz
podem otimizar os procedimentos de micropropagacdo vegetal, mas a contaminacao
microbiologica pode limitar o sucesso nos resultados (ABDALLA et al., 2022).

Samambaias arboreas (samambaiagus ou xaxins) podem atingir mais de 10 metros de
altura e sdo tipicas de florestas Umidas. Sdo plantas muito exploradas comercialmente,
especialmente no bioma da Mata Atlantica, unico bioma protegido por uma lei especifica, a
Lei da Mata Atlantica n® 11.428/2006 (BRASIL, 2006).

Pela escassez de pesquisas envolvendo reproducdo in vitro samambaias arboreas e um
protocolo estabelecido para obtengdo de mudas através da micropropagacdo (SUNEETHA et
al., 2022), além da dificuldade de germinacdo de esporos destas plantas em ambiente natural,
este projeto visa contribuir com os estudos deste grupo de plantas. Além disso, a alternativa
de se utilizar recipientes plasticos, mais baratos e reutilizaveis, livres de bisfenol e atoxicos,
pode impactar favoravelmente no custo de producdo de mudas micropopagadas, o que ainda é

um desafio nesta area biotecnologica.

2 METODOLOGIA
2.1 Local do experimento

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais Campus
Séo Jodo Evangelista (IFMG|SJE).
2.2 Origem do material propagativo

O material propagativo experimental foi coletado em fragmento de Mata Atlantica do
municipio de Sdo Jodo Evangelista — MG (-18.531032, -42.771813). Para isso, folhas adultas
de samambaia arborea (Pteridopsida) foram coletadas e, em ambiente de laboratério, os
esporos foram imediatamente retirados com ajuda de uma espatula, dando inicio aos trabalhos
de desinfeccdo e preparo das amostras experimentais inoculantes. A identificagdo botanica da
espécie foi realizada por um bidlogo da Instituicdo.
2.3 Meio de Cultivo

O meio de cultura basico MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962) foi formulado a partir
de 4gua destilada e deionizada, com pH ajustado para 5.8 + 0,1 (MS Tecnopon mPA-210%).
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2.4 Fase de Estabelecimento

No inicio dos trabalhos experimentais pilotos (maio 2022), foram conduzidos ensaios
sob diferentes concentracdes de propolis acrescidos ao meio de cultura MS. Para isso, sob
camera de fluxo laminar (Ideoxima® ORG H 1270), os procedimentos se iniciaram com a
desinfestacdo superficial dos esporos utilizando-se solucdo de alcool 70%, imergindo-se o
material por 30 segundos e enxaguando 3 vezes com agua destilada, deionizada e autoclavada.
Ainda, posteriormente, o material foi imerso em solugdo de hipoclorito de sédio comercial
(2,5%) acrescido do espalhante adesivo Tween® (4 gotas/100 ml). Em seguida, cinco
enxagues com agua destilada, deionizada e autoclavada finalizam a etapa de desinfeccéo.

A inoculagéo dos esporos foi realizada em recipientes de vidro transparente (250 mL)
e polipropileno transparente (250 mL) contendo meio de cultura MS e os tratamentos
diferencias de propolis (2, 4 e 8 g/mL). Para isso, com auxilio de uma pipeta plastica
graduada, uma gota contendo a suspensdo estéril de esporos da pteridéfita foi depositada no
meio de cultura preparado nos diferentes tratamentos. O estabelecimento nesta fase piloto foi
conduzido em camera de cultivo por 30-40 dias, sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25
+ 2 °C. Foram considerados como estabelecidos os esporos vivos germinados e gametofitos
formados que, aparentemente, ndo apresentarem oxidacdo excessiva e contaminagédo
bacteriana ou fungica.

Nesta fase é que serdo definidas as concentracGes de prépolis que fornecerem 0s
melhores resultados na germinacdo dos esporos da samambaiacu, na presenca ou auséncia de
propolis, nos diferentes tipos de frascos. Todos os procedimentos foram realizados em camera
de fluxo laminar previamente esterilizada com alcool 70% e radiag&o ultravioleta por 30 min.
Todos os materiais, instrumentais e vidraria foram esterilizados em autoclave vertical
(Phoenix®) por 20 min (121 °C e 1,0 kgf/cm2).

Inicialmente, todos os tratamentos foram mantidos em sala escura por sete dias apos a
inoculagéo in vitro. Apos este tempo, todos os meios foram transferidos para a sala de cultivo
e mantidos por 60 dias em diferentes condi¢cbes de qualidade de luz: luz branca, verde,
vermelha e azul (Foxlux® Led Bulbo 7W), sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2
°C. S&o considerados como estabelecidos os esporos vivos germinados que, aparentemente,

ndo apresentaram senescéncia, oxidacao excessiva e contaminagdo bacteriana ou fungica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos mostraram a necessidade de readequacdo metodoldgica ja na
primeira etapa inicial do experimento. Apds trés meses, ndo houve germinacdo dos esporos da
samambaia arborea em nenhum dos tratamentos. Ao contrario, em 2022, resultados
preliminares obtidos em ensaios experimentais anteriores (LEITE et al., 2022), foram mais
promissores, com obtencdo de esporos germinados de Pteridospsida in vitro ja no segundo

més dos trabalhos (Figura 2).

Figura 2. Vista parcial dos ensaios experimentais envolvendo a germinagdo de esporos de ‘samambaia arborea’
(Pteridopsida) em diferentes qualidade de luz (verde, amarela), conduzidos em sala de cultivo do
Laboratorio de Cultura de Tecidos do IFMG|SJE. Fonte: Acervo dos autores.

Suspeitando-se do grau de maturacdo das folhas da planta-mae coletadas em campo,
novo experimento foi realizado, utilizando-se folhas mais maduras e cheias de esporangios.
Infelizmente, o nivel de contaminacdo foi elevado nos diferentes tratamentos (Figura 3).

o ' »

Figura 3. Frascos de vidro e de plastico em um segundo procedimento experimental de inoculacéo
dos esporos de ‘samambaia arborea’ (Pteridopsida) conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos do IFMG|SJE. Detalhe para o elevado nivel de contaminacdo do meio de
cultura. Fonte: acervo dos autores.

Assim, de acordo com o0s objetivos propostos inicialmente, ndo foi possivel, a
partir dos resultados obtidos, emitir um parecer seguro sobre o efeito comparativo das

diferentes qualidades de luz (verde, vermelha, azul, amarela, branca, luz ambiente) ou, ainda,
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dos recipientes de polietileno comparativamente aos frascos de vidro tradicionais na
germinagdo dos esporos de ‘samambaiagu’.

Em relacdo ao efeito das diferentes concentracGes de propolis no estabelecimento dos
esporos, uma primeira percepcdo € a de que o extrato ndo foi capaz de impedir as
contaminacdes sejam nos frascos plasticos ou nos fracos de vidro. No entanto, despertou-se a
discussdo de que, talvez, o processo de autoclavagem possa ter inativado os principios
bioativos da prépolis e impedindo a acdo de seu efeito antimicrobiano nos meios de culturas.
Essa percepcdo levou ao planejamento de novos ensaios com testes experimentais do extrato

de propolis incluidos em meios de cultivo in vitro antes e ap6s a autoclavagem.

4 CONCLUSAO

O extrato de propolis ndo foi capaz de inibir as contaminacdes nos frascos para 0s
diferentes tratamentos. Os dados coletados em dois experimentos conduzidos
independentemente, ndo forneceram um protocolo seguro para reproducgéo in vitro de esporos
de ‘samambaiacu’. Mais estudos necessitam ser conduzidos no sentido de investigar o efeito

da autoclavagem sob a bioatividade do extrato de propolis.
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