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RESUMO
PICOLOTTO, Dayana Rotili Nunes. Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. Cultivo in vitro e aclimatizacédo de Cyrtopodium paludicolum Hoehne.
Professor Orientador: Dr. Vespasiano Borges de Paiva Neto.

A propagacéo in vitro de orquideas € utilizada para conservacao de espécies e
producdo de plantas comercialmente importantes, porém, ha exigéncias
especificas para atender as necessidades de cada vegetal. O objetivo do
presente trabalho foi determinar um protocolo para obtencdo de mudas de
Cyrtopodium paludicolum pelo uso de técnicas de propagacéo in vitro. Foram
testadas técnicas de germinacao in vitro para sementes de capsulas maduras e
imaturas, associadas com concentracdes de acido giberélico. Os tratamentos
com as concentracées de 0,0; 4,0, 8,0 e 16,0 mg L™ de &cido giberélico (AGs)
foram utilizados para germinacdo de sementes de capsula imatura e 0,0; 2,5;
5,0 e 10,0 mg L de AG; para sementes de cépsulas maduras. Para as
sementes de capsula imatura a germinacao (61,06%) s6 ocorreu com 16,0 mg
L' AGs; ja para as sementes maduras a germinacdo ocorreu em todos os
tratamentos, porém AGg; nao foi fator determinante para obtencdo dos maiores
percentuais aos 90 dias apds a incubacdo das sementes; mostrando que,
dependendo da maturidade fisioldégica das sementes, efeitos estimulatorios e
inibitérios podem ocorrer. Quanto ao crescimento e desenvolvimento
vegetativo, foram testados tipos e concentracdes de carboidratos no meio de
cultura, sendo: sacarose, glicose, frutose e rafinose nas concentragdes de O,
10, 20 e 40 g L™, adicionados em meio Knudson. Foram utilizados protocormos
e apo6s 90 dias verificou-se que para a altura da parte aérea, na concentracdo
de 10 g L™, a sacarose mostrou-se vantajosa, porém na concentracdo de 40,0
g L™ ndo houve diferenca entre as fontes de carboidratos. Para comprimento
da maior raiz, numero de folhas e matéria fresca, a glicose e sacarose
demonstraram-se mais eficientes nas concentracdes de 25,0 a 32,0 g L™
Concluiu-se que os tipos de carboidratos influenciaram o crescimento in vitro
de C. paludicolum, sendo recomendavel sacarose ou glicose nas
concentracdes de 25 a 32 g L. Na micropropagacdo da espécie, foram
testados os fitorreguladores &cido 1-naftaleno acético (ANA) e thidiazuron
(TDZ) em diferentes concentracdes: ANA (0,00; 0,25 e 0,50 mg L™) e TDZ
(0,00; 0,50 e 1,00 mg L), adicionados em meio Knudson. Os explantes foram
apices radiculares com aproximadamente 1,0 cm, oriundos de vitroplantas de
C. paludicolum. Houve interacdo significativa entre os horménios vegetais,
obtendo-se bons resultados na concentracdo de 0,25 mg L™ de ANA e 0,50 mg
L' de TDZ. Para a aclimatizacao, foram testados diferentes substratos (argila,
terra vegetal, argila + terra vegetal, argila + adubo organico) na presenca ou
ndo de lamina de agua constante, resultando em oito tratamentos. Apos 90
dias verificou-se que a lamina de agua demonstrou-se favoravel em todas as
variaveis exceto para o substrato argila. O substrato com argila + adubo
organico resultou em melhor desenvolvimento vegetal além de proporcionar a
maior média de sobrevivéncia das mudas de C. paludicolum.

PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, Fonte de carbono, Fitorreguladores.



ABSTRACT
PICOLOTTO, Dayana Rotili Nunes. Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. Cultivo in vitro e aclimatizacédo de Cyrtopodium paludicolum Hoehne.
Author: Dayana Rotili Nunes Picolotto.
Adviser: Dr. Vespasiano Borges de Paiva Neto.

Propagation in vitro of orchids is used for conservation of species and to
production of plants commercially important, however, there are specific
requirements to meet the needs of each plant. The objective of this study was to
determine a protocol for obtaining seedlings Cyrtopodium paludicolum using
techniques of in vitro propagation. Germination in vitro to mature and immature
seeds techniques associated with gibberellic acid concentration were tested.
Treatments with concentrations 0.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mg L™ * of gibberellic acid
(GA3) were used for immature seeds germination and 0.0, 2.5, 5.0 and 10.0 mg
L' GA; for mature seeds. To the immature seed germination only occurred
(61.06%) with 16.0 mg L™ GAs, whereas for mature seed germination occurred
in all treatments, but GA3; was not a determining factor for obtaining the highest
percentage at 90 days after incubation of seeds, showing that depending on the
physiological maturity of seeds that stimulatory and inhibitory effects may occur.
For growth and vegetative development, types and carbohydrate concentrations
were tested added to Knudson medium at 0, 10, 20 and 40 g L™ of sucrose,
glucose, fructose, and raffinose. Protocorms were used as plant material and
after 90 days it was found that for the shoot height, the concentration of 10 g L™
sucrose proved to be advantageous, but at a concentration of 40.0 g L™ there
was no difference between carbohydrate sources. For the longest root length,
number of leaves and fresh weight, glucose and sucrose proved to be more
efficient han fructose and raffinose. So the type of carbohydrate affected the in
vitro growth of C. paludicolum , glucose or sucrose is recommended at
concentrations of 25 to 32 g L™ *. In the micropropagation experiment, the plant
hormones tested were 1- naphthalene acetic acid (NAA) and thidiazuron (TDZ)
at different concentrations NAA (0.00, 0.25 and 0.50 mg L ™) and TDZ (0.00 ,
0.50 and 1.00 mg L '), added Knudson medium. Explants from root tips
measuring approximately 1.0 cm, derived from in vitro plants of C. paludicolum.
There was a significant interaction between hormones, were used as plant
material in the concentration of 0.25 mg L' NAA and 0.50 mg L ! TDZ . For
acclimatization, different substrates were tested (clay, topsoil, topsoil + clay and
clay + organic fertilizer) in the presence or absence of constant water slide,
resulting in eight treatments. After 90 days it was noted that the water slide
demonstrated favorable in all variables except for the clay substrate. The
substrate with clay + organic fertilizer showed better plant development in
addition to providing the highest mean seedling survival of C. paludicolum .

KEY-WORDS: Orchidaceae, Carbon source, Plant growth regulators.
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é composta por cerca de 25 mil espécies
(DRESSLER, 2005), distribuidas em 850 géneros (PRIDGEON et al., 1999;
CHASE et al, 2003), com distribuicdo cosmopolita, n&do possuindo
representantes apenas nas regides polares, apresentando maior quantidade e
diversidade nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, existem mais de
2.400 espécies (BARROS et al., 2013), as quais séo valorizadas por suas belas
e duradouras flores e pela ampla diversidade em tamanho, fragrancia e
coloracdo (ROBERTS e DIXON, 2008). Dentre todas as espécies, vale
ressaltar a Cyrtopodium paludicolum Hoehne, nativa do Cerrado Sul Mato-
grossense, a qual sofre reducdo devido a coleta extrativista e a intensa
expansao agricola, é uma espécie facilmente identificada pelos pseudobulbos
de tamanho mediano e inflorescéncia geralmente simples e alta com flores
grandes, principalmente amarelas (BARROS et al., 2013).

Algumas espécies de orquideas sdo utilizadas no setor alimenticio e
cosmeético, como a baunilha (Vanilla planifolia Andrews), enquanto que outras
como as do género Dendrobium séo utilizadas como fontes medicinais, porém
a utilizacdo da grande maioria estad relacionada a colecdo ou decoracéo
(HOEHNE, 1949; FARIA, 2004). Assim sendo, o cultivo e o comércio de
orquideas nativas adquiriram como pratica o extrativismo, que aliado a
destruicdo e exploracdo de seus habitats naturais, levou a extincdo ou a
ameaca de muitas espécies (SILVEIRA e STEFANELLO, 2013).

Em agosto de 2004, o New York Times relatou que “o mundo investiu 2
bilhdes de ddlares no mercado de orquideas”, reforcando a ideia de ser uma
das plantas ornamentais mais apreciadas (CHEN e CHEN, 2004). Além do
valor comercial e aspecto ornamental, as plantas dessa familia botanica
possuem importante papel como componente floristico de diversos
ecossistemas (SORGATO, 2013). No entanto, o desenvolvimento vegetativo
das orquideas € lento, visto que a divisdo da muda demanda, no minimo dois
anos, o que torna muito onerosa a multiplicacdo de grandes quantidades de
mudas para comercializagdo. A multiplicagdo das orquideas por meio de
sementes também é demorada e apenas 5% das 2,5 milhdes de sementes

encontradas por capsula germinam (STANCATO et al, 2001). Vale ressaltar



gue a multiplicacdo por meio de sementes apresenta maior dificuldade quando
relacionada ao intuito de comercializagdo devido a variabilidade genética que
as mudas poderao apresentar, assim, a cultura de tecidos apresenta vantagem
quando referida a propagacao massal.

A propagacdao in vitro tem sido utilizada ha pouco mais de trés décadas
no Brasil, a fim de aumentar a producdo de mudas e reduzir o custo,
contribuindo direta ou indiretamente para salvar muitas espécies de orquideas
de extincdo, assim, a cultura assimbidtica constitui uma relevante técnica do
ponto de vista ecolégico e comercial (MARTINI et al., 2001; STANCATO et al.,
2001). Para tal, objetivou-se neste trabalho determinar um protocolo para
obtencdo de mudas de C. paludicolum pelo uso de técnicas de propagacao in

vitro e aclimatizacao.

2. REVISAO DE LITERATURA

A familia Orchidaceae € originaria da Malasia (GARAY, 1972) e possui
uma distribuicdo cosmopolita, ndo sendo encontrada apenas em regides
polares onde ha frio intenso e rigoroso. Possui aproximadamente 25.000
espécies, distribuidas em 850 géneros sendo considerada a mais evoluida e
maior do reino vegetal (PRIDGEON et al., 1999; CHASE et al.,, 2003,
DRESSLER, 2005). No Brasil, existem mais de 2.400 espécies (BARROS et
al.,, 2013), constituindo uma familia botanica caracterizada por suas belas e
duradouras flores e pela ampla diversidade em tamanho, fragrancia e
coloracdo (RAPOSO, 1993; ROBERTS e DIXON, 2008).

A polinizacdo das orquideas € realizada em geral por abelhas,
mariposas, vespas, borboletas, moscas, morcegos e alguns beija-flores
(INGROUILLE, 1995).

Sao espécies denominadas perenes e habitam diferentes meios
podendo ser terrestres, saproéfitas quando desprovidas de clorofila, rupestres
ou epifitas, sdo rizomatosas ou caulescentes, com crescimento simpodial ou
monopodial (SOUZA e LORENZI, 2005).

A maioria das orquideas ostenta alto valor comercial devido a sua
beleza, sendo considerado o mais antigo grupo cultivado entre as ornamentais,

no entanto, cerca de 40 espécies estdo ameacadas de extingdo (BRASIL,



2009), principalmente devido a diminuicdo de seu habitat natural, além da
coleta e comercializacao indiscriminada (SILVEIRA e STEFANELLO, 2013), no
entanto, também sofrem devido ao processo natural de extincdo assim como
0s demais vegetais.

O cultivo e comércio de orquidaceas no Brasil e no mundo tém sido
alicercados em préaticas de extrativismo predatorio, juntos ao aumento das
fronteiras agricolas e também ao continuo processo de urbanizacao,
propiciando para diversas espécies, iminente perigo de extingcdo (GALDIANO et
al., 2013). Assim sendo, a Convencédo Internacional sobre o Comércio de
Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo — CITES incluiu
todos os géneros de orquidaceas (ROBERTS e DIXON, 2008), sendo que no
Brasil, a exportacao dessas plantas € regulamentada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA.

Nos ultimos anos, o setor de producdo de flores aumentou no Brasil e
atingiu uma importancia significativa no mercado internacional, sendo a
producéo in vitro de flores essencial para produzir plantas com maior qualidade
e maior valor comercial (MATA-ROSAS et al., 2011).

2.1 Cyrtopodium paludicolum Hoehne

Cyrtopodium R.Br. € um género nativo do Brasil, 0 qual apresenta cerca
de 39 espécies que possuem habito terrestre, epifito ou rupicola, tendo o
Cerrado como o bioma com maior diversidade das mesmas, no qual ja foram
identificadas aproximadamente 32 espécies (BARROS et al., 2013), sendo 4
delas encontradas no estado de Mato Grosso do Sul.

Cyrtopodium paludicolum Hoehne ¢é uma orquidea geralmente
encontrada em solos permanentemente Umidos (Figura 1) do Centro-Oeste e
Sudeste brasileiro, em areas do Distrito Federal e nos estados do Tocantins,
Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana
(BARROS et al., 2013).

Segundo Mendongca et al. (1998), a espécie C. paludicolum é
classificada como uma erva terrestre tipica de areas brejosas, possui
pseudobulbos alongados de 10 a 40 cm de altura, inflorescéncia simples ou

pouco ramificada atingindo até 2 metros de altura (Figura 2). De acordo com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Orqu%C3%ADdea

Menezes (2000) suas flores estdo entre as maiores do género com 3,5 a 3,8

cm de didmetro, florescendo no periodo entre dezembro e abril.

Figura 1. Area de coleta de material vegetal de Cyrtopodium paludicolum
Hoehne para o desenvolvimento da pesquisa. CPCS/UFMS, Chapadéo do Sul
— MS, 2013.

Fonte: Dayana Rotili Nunes Picolotto.

As regides com maior abundancia de agua e vegetagdo sdo ambientes
propicios para o desenvolvimento da espécie, porém, estdo sendo degradadas
devido a exploracdo de argila e turfa, atividade agropecuéria, avanco da
urbanizacdo, construcdo de estradas e canais de drenagem. Logo, as
consequéncias tém sido desastrosas para este ambiente, resultando em
assoreamentos, ressecamento dos solos, diminuigdo do volume hidrico, eroséo
e perda irreparavel de sua beleza e biodiversidade, ameacando de extingcao as
plantas de C. paludicolum (ARAUJO et al., 2002). No municipio de Chapadao
do Sul, esta espécie foi encontrada em quatro locais distintos e em pelo menos
trés destes locais, ha intensa visitagdo humana, resultando na antropizagédo do
ambiente, associada a intensa coleta de espécimes.



Figura 2. Inflorescéncia de Cyrtopodium paludicolum Hoehne. CPCS/UFMS,
Chapadéo do Sul — MS, 2013.

-~
Fonte: Vespasiano Borges de Paiva Neto.

2.2 Cultivo in vitro de orquidaceas

A propagacdo in vitro tem sido utilizada ha pouco mais de 30 anos no
Brasil, a fim de aumentar a produgcdo de mudas e em especial, reduzir o custo,
de forma a contribuir para a reintroducdo de muitas espécies de orquideas em
seus habitats naturais, reduzindo os riscos de extincdo (STANCATO et al.,
2001). Assim, a cultura assimbidtica ou semeadura in vitro de orquideas
constitui uma relevante técnica do ponto de vista ecoldgico e comercial, sendo
as plantas produzidas desta forma, de grande importancia para programas de
reintroducéo de espécies nativas em areas de preservacao natural (MARTINI et
al., 2001).

A producdo em larga escala de espécies raras e hibridos, utilizando
técnicas de cultivo assimbiético de plantas tem auxiliado para que as orquideas
estejam entre as dez principais flores de corte no mundo (CHUGH et al., 2009).
Estas técnicas de cultivo sdo capazes de propiciar a germinacdo, e ainda
possibilitam o crescimento e o desenvolvimento de muitas espécies de
orquidaceas cultivadas (SANTOS et al., 2006; SOARES et al., 2013).

O suprimento de macro e micronutrientes no meio de cultura é parte
essencial no sistema de cultivo in vitro. Atualmente, os meios utilizados séo
baseados nas modificacdes empiricas de algumas formulacdes basicas e nas
exigéncias nutricionais de plantas inteiras (KANASHIRO, 2007). Desta forma,



varios compostos sdo adicionados aos meios de cultivo para suprir as
necessidades energéticas, metabolicas e estruturais da célula, uma vez que as
mesmas vias bioquimicas basicas que atuam nas plantas permanecem nos
tecidos cultivados in vitro (STANCATO et al., 2008). Entretanto, as proporgdes
consideradas ideais variam extensamente entre os genotipos das plantas e
sistemas de cultura (WILLIAMS, 1993).

2.2.1 Germinagao in vitro

A maioria das sementes da familia Orchidaceae apresenta-se totalmente
desprovidas de endosperma, por conseguinte, sdo dependentes da associacao
com fungos micorrizicos para obter as moléculas de carbono e os minerais
necessarios a germinacao e ao desenvolvimento do embrido (RAMOS, 1969;
ARDITTI, 1979; PIERIK, 1990). Contudo, a germinacao atinge niveis elevados
quando obtida por meio da cultura assimbiottica, se comparada com as
condi¢cBes naturais. Assim, a germinacao in vitro é uma ferramenta, do ponto
de vista biotecnoldgico, importante para a obtencdo de um nuamero significativo
de mudas uniformes, além de propiciar plantas livres de doencas e pragas
(SOARES et al., 2012).

Varios meios de cultura tém sido desenvolvidos para a germinacdo
assimbiotica de sementes de orquideas, isto €, sem a presenca de fungos
(RASMUSSEN, 1995; MARTINI et al, 2001). A utilizacdo de diferentes
formulacdes de meios, com a adi¢cdo de sais minerais, vitaminas, hormonios ou
compostos organicos € destinada a melhorar a germinagdo e o
desenvolvimento in vitro destas plantulas (MARTINI et al., 2001; CAMPOS,
2004; RODRIGUES et al., 2012).

Para atender as necessidades de cada espécie, tém sido estudadas
mudancas nos meios de cultura para orquideas. Para tal, Schneiders et al.
(2012) verificaram que a adicdo de 2,5 g L™ de carvdo ativado no meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) favorece a germinacdo de Cattleya forbesii e
de Cattleya harrisoniana. Ja, Sathiyadash et al. (2013) observaram maior
percentual de germinagao (85%) em sementes de Acampae praemorsa em
meio MS suplementado com 2 mg L™ de Benzylaminopurine (BAP). Zeng et al.
(2012) obtiveram 65,33% de germinacao de sementes de Paphiopedilum wardii

com meio MS meia-forga (1/2 MS macro e micro-nutrientes), contendo 0,5 mg



L™ de 4cido naftalenoacético (ANA), 10% de agua de coco e 1,0 g L™ de carvao
ativado (AC). Por fim, Faria et al. (2002) observaram que os constituintes do
meio de cultura sdo essenciais para o desenvolvimento do embrido, podendo
ser formulado com diferentes combinacfes de acordo com as necessidades de

cada espécie.

2.2.1.1 Reguladores de crescimento vegetal

Para o desenvolvimento de protocolos de multiplicagdo in vitro de
orquideas, o conhecimento das func¢des dos reguladores de crescimento € de
extrema importancia para sua devida utilizagdo, assim, sua concentragcéo pode
promover, inibir ou modificar processos fisiologicos (KYTE e KLEYN, 2010).

As giberelinas sdo horménios vegetais bioquimicamente caracterizados
como acidos diterpendides tetraciclicos (CID, 2000), podem estimular a
germinagcdo de sementes ndo dormentes, além de favorecer a quebra da
dorméncia das mesmas, promove a germinacdo, dentre outros efeitos
fisiolégicos, atuando como mediador entre fatores ambientais e internos
restritivos da germinacdo; pode induzir genes que codificam enzimas que
reduzem a resisténcia mecanica dos envoltérios da semente ou ter efeito direto
sobre o potencial de crescimento do embrido (KERBAUY, 2008).

H& um grande numero de giberelinas que promovem a germinacdo de
sementes, mas a forma mais utilizada é o acido giberélico - AG3; (COPELAND e
MCDONALD, 1995). No entanto, ha outros reguladores vegetais relacionados
ao processo da germinagdo, como as citocininas, que possuem a capacidade
de promover a germinacdo em determinadas espécies, porém os efeitos destas
nesse processo ainda sdo pouco conhecidos (KERBAUY, 2008) e, em
orquideas, informacfes sobre a germinacdo com uso das citocininas sao
escassas.

Portanto, é necesséria cautela na concentracdo e na composicao de
reguladores vegetais no meio de cultura, pois estes podem ser elementos
determinantes para germinacéo e desenvolvimento da maioria dos sistemas de
cultura de tecidos, assim como 0S meios nutritivos que se baseiam nas

exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas



modificacdes para atender as necessidades especificas in vitro (CALDAS et al.,
1998).

2.2.2 Desenvolvimento vegetativo

A composicdo do meio de cultura é importante para a germinacédo das
sementes e para o crescimento das plantas, sendo geralmente constituida de
vitaminas, macro e micronutrientes, aminoécidos, sacarose e agente gelificante
(GAMBORG, 1984; KNUDSON, 1946; MURASHIGE e SKOOG, 1962; VACIN e
WENT, 1949; WHITE, 1951). Os macronutrientes (N, P, K, S, Ca e Mg) séo
essenciais para a nutricdo e crescimento da plantula, afim de suprir todas as
suas necessidades (MELO, 1999), entretanto, a maioria dos meios nutritivos é
complexa, e podem conter reguladores de crescimento (VENTURA et al.,
2007), os quais podem elevar os custos da propagacéao.

Reddy et al. (1992) avaliando diferentes meios de cultura para o
desenvolvimento de Cymbidium aloifolium, Dendrobium cripidatum e
Epidendrum radicans, constataram que o meio MS € uma alternativa eficiente
no desenvolvimento vegetativo das trés espécies analisadas. Ja para plantulas
de Miltonia flavescens, o maior crescimento in vitro foi apresentado em meio de
cultura MS/2 suplementado com Phytagel® e em pH 5,8 (CHAPLA et al., 2006);
no entanto, para Dendrobium nobile, o meio nutritivo simplificado formulado
com adubo comercial Peters® (3 g L™), sacarose (20 g L), banana (60 g L™) e
agar (4 g L™Y) mostrou-se eficiente para o crescimento e enraizamento (SONG
et al.,, 1999). Herrmann et al. (2011) observaram que para plantulas de
Brassavola tuberculata, o meio alternativo proposto por Campos (2002)
proporcionou melhor desenvolvimento. De acordo com Debergh (1991) e Kozai
(1991), a fonte de carbono também € um fator importante no meio de cultura,
sendo as plantulas cultivadas in vitro consideradas heterotroficas.

Véarios sdo os relatos de modificacbes no meio de cultivo para o
desenvolvimento de mudas in vitro, assim como o de Faria et al. (2004), os
quais verificaram que a adicdo de 60 g L™ de sacarose proporcionou maior
crescimento e taxa de multiplicagdo de mudas de Dendrobium nobile. Pasqual
et al. (2011) verificaram que a adi¢ao de silicio em meio MS propiciou auséncia
de deformacgbes foliares em plantulas de orquideas. Pasqual et al. (2009)

constataram a viabilidade de multiplicagdo de mudas in vitro de Cattleya



lodigesii com a utilizacdo de meio Knudson (KNUDSON, 1946) liquido

enriquecido com polpa de banana nanica.

2.2.2.1 Fontes de carbono

As plantas em cultivo assimbidtico, praticamente passam a atuar como
heterotroficas e, portanto, necessitam de uma fonte exdgena de carboidratos
para manter as condi¢cdes favoraveis na realizacdo da fotossintese (KOZAI et
al., 1991). Para tal, fontes de carbonos séo adicionadas ao meio de cultura a
fim de proporcionar energia metabdlica e esqueletos carbdnicos para a sintese
de compostos organicos, como oligossacarideos, aminoacidos e outras
moléculas necessarias para o crescimento das células (CALDAS et al., 1998).

A sacarose € o0 carboidrato mais empregado em meios nutritivos,
destinando-se a propagacao de plantas ornamentais (FRAGUAS et al., 2003).
No cultivo in vitro de orquideas, porém, ha fontes alternativas que também tém
sido utilizadas com menor frequéncia como a frutose, glicose, maltose, entre
outras (TOMBOLATO e COSTA, 1998; REGO-OLIVEIRA et al., 2003, BESSON
et al., 2010). O suprimento exdgeno de acgucar também é importante devido ao
fato de poder ampliar as reservas de amido e sacarose nas plantas
micropropagadas e favorecer a aclimatizagdo, bem como acelerar as
adaptacdes fisiolégicas (HAZARIKA, 2003). Segundo Nicoloso et al. (2003), a
fonte de carbono e concentracdo favoraveis dependem especialmente da

espécie vegetal e da fase do desenvolvimento em que a planta se encontra.

2.2.3 Micropropagacgéo

A micropropagacao, multiplicagédo in vitro ou multiplicagdo em meio de
cultura, se baseia no principio da chamada “totipoténcia”, que é a capacidade
de uma célula vegetal em se diferenciar, multiplicar e gerar uma nova planta.
No entanto, a porcentagem de regeneracdo de plantas a partir de &pices
caulinares é baixa para algumas espécies vegetais, devido a varios fatores,
destacando-se a concentracdo ou combinagéo de reguladores de crescimento
e composicao do meio nutritivo (PIERIK, 1990; GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1997). Outros fatores como intensidade de luminosidade e temperatura

também podem interferir na regeneracao de plantas.



10

Diversos séo os reguladores de crescimentos utilizados em técnicas de
micropropagacdo de orquideas, assim como as diferentes concentracdes, que
podem variar de acordo com alguns fatores como o explante e a espécie
vegetal. As citocininas, assim como as auxinas, sdo empregadas em técnicas
de micropropagacdo, demonstrando bons resultados na inducdo para
diferenciacdo em brotagbes (HU e WANG,1983; GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1997; SMITH e MURASHIGE, 1970). Entre as auxinas, o acido 1-
naftaleno acético (ANA) é o mais recomendado na micropropagacéo de apices
radiculares (CHUGH et al., 2009) e, dentre as giberelinas, o acido giberélico
(GA3) além de favorecer o alongamento da parte aérea, é capaz de reduzir a
porcentagem de explantes necrosados (VALLES e BOXUS, 1987). Além do
meio empregado e das condicbes de desenvolvimento e crescimento, 0S
resultados do cultivo in vitro de &pices caulinares sofrem influéncia do genotipo.
Assim, resultados diferentes sdo observados tanto no cultivo de diferentes
espécies, como no de diferentes variedades de uma mesma espécie (CASTRO
e ANDRADE, 1995).

2.2.4 Aclimatizacéo

No cultivo de plantas ornamentais, incluindo as orquideas, o processo de
aclimatizacdo é a ultima fase na obtencdo de mudas e representa uma fase
delicada, ndo s6 em funcdo do estresse hidrico, fotossintese e absorcdo de
nutrientes pela plantula, mas também pelo perigo de infec¢des por fungos e
bactérias, que podem se desenvolver neste estagio (TOMBOLATO e COSTA,
1998).

Diferentemente da condicdo em habitat natural, quando as orquideas
séo cultivadas in vitro, é colocado no frasco todos os nutrientes necessarios
para o bom crescimento das mudas, no entanto, ap6s determinado estagio
estas mudas passam pelo processo de aclimatizacdo, que consiste em retirar
as plantas da condicao in vitro e transferi-las para a condicéo ex vitro (casa de
vegetacgao), controlando os atores que possam limitar o seu desenvolvimento,
como temperatura, luminosidade, umidade, substrato e nutrientes
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990; COSTA, 1998). Entretanto, as
vitroplantas comumente apresentam caracteristicas morfofisioldgicas diferentes

gquando comparadas aquelas que cresceram diretamente no campo ou em
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casa de vegetacao, fator este que pode ser o responsavel pela baixa taxa de
sobrevivéncia ex vitro (PREECE e SUTTER, 1991).

Assim, durante a fase de aclimatizacdo das orquideas, torna-se
necessaria a utilizacdo de substratos e condi¢cdes hidricas que permitam o

estabelecimento vegetativo dessas plantas.
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CAPITULO 1 - EFEITO DO ACIDO GIBERELICO NA GERMINACAO DE
SEMENTES DE Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

RESUMO

A familia Orchidaceae é uma das maiores em numero de espécies, com
hibridos de diferentes caracteristicas morfologicas. Entretanto, a germinacao
de suas sementes em ambientes naturais € dificultada, pois apresentam pouco
tecido de reserva e muitas vezes necessitam de associacdo com fungos
micorrizicos. Contudo, maiores percentuais de germinacdo sdo obtidos por
meio da cultura in vitro quando comparados com as condi¢bes naturais. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a porcentagem de germinacao in vitro
de sementes de capsulas maduras e imaturas de Cyrtopodium paludicolum
Hoehne, com a presenca do acido giberélico (AG3). O trabalho foi dividido em
dois experimentos: no primeiro os tratamentos constavam das concentracfes
de AG3 de 0,0; 4,0, 8,0 e 16,0 mg L™ para germinacdo de sementes de capsula
imatura, no segundo experimento, os tratamentos foram determinados pelas
concentracdes de 0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg L™ de &cido giberélico para avaliar a
germinabilidade de sementes de capsulas maduras de C. paludicolum, sendo
gue em ambos experimentos, cada tratamento continha quinze repeticdes. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, concentracbes de AG3 e o tempo de incubacdo. Para as sementes de
capsula imatura apenas o tratamento com 16,0 mg L* de AG; obteve
germinacdo (61,06%), ja& para as sementes de capsulas maduras, a
germinacao ocorreu em todos os tratamentos, porém inicialmente (trinta dias) a
germinacao foi estimulada pela presenca de AGs;, enquanto que aos noventa
dias o acido giberélico causou efeito inibitério na germinacédo. A concentracdo
de 10,0 mg L de AG; determina maiores valores de germinabilidade aos
sessenta dias ap0s a exposicdo das sementes ao meio de cultura, enquanto
que os demais tratamentos apenas aos noventa dias de incubacdo das
sementes. O acido giberélico proporciona efeitos estimulatorio e inibitérios em
sementes de Cyrtopodium paludicolum Hoehne, dependendo da maturidade
fisiolégica das sementes e do tempo de contato das sementes com o0 meio de
cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Orquidea, In Vitro, Giberelina.

CHAPTER 1 — EFFECT OF GIBBERELLIC ACID ON SEED GERMINATION
OF Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

ABSTRACT
The family Orchidaceae is one of the largest in number of species, with hybrids

of different morphological characteristics. However, the germination of seeds in
their natural environments is difficult, since they have little reserve tissue and
often require association with mycorrhizal fungi. However, higher percentages
of germination are obtained through in vitro culture compared to natural
conditions. This study aimed to evaluate the in vitro germination of mature and
immature seeds of Cyrtopodium paludicolum Hoehne, with the presence of
gibberellic acid (GA3). The work was divided into two experiments: the first
contained treatments of GA3; with concentrations of 0.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mg L"
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! for germination of immature capsule seeds from the second experiment, the
treatments were determined by the concentrations of 0.0, 2.5, 5.0 and 10.0 mg
L™ gibberellic acid to evaluate the germination of mature seeds capsule of C.
paludicolum, and in both experiments, each treatment consisted of fifteen
repetitions. The experimental design was completely randomized, factorial, GA3
concentracdes and incubation time. To the immature seed capsule treatments
with 16.0 mg L™ GA; obtained germination (61.06 %), while for the mature
seeds capsule, germination occurred in all treatments , but initially (thirty days)
germination was stimulated by the presence GAs, while at ninety days, the
gibberellic acid caused an inhibitory effect on germination. The concentration of
10.0 mg L GA; provides higher values of germination to sixty days after
exposure of seeds to the culture medium, while the other treatments only ninety
days of incubation on seeds. The gibberellic acid provides stimulatory and
inhibitory effects on seeds Cyrtopodium paludicolum Hoehne, depending on the
physiological maturity of the seeds and the time of contact with the seed culture
medium.

KEY-WORDS: Orchid, In vitro, Gibberellin.

1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae compreende mais de 25.000 espécies e milhares
de hibridos com diferentes caracteristicas morfolégicas como as formas e as
cores das flores (CHASE et al., 2003; ROBERTS e DIXON, 2008). Nos ultimos
anos, o setor de producdo de flores aumentou no Brasil e atingiu uma
importancia significativa no mercado internacional, sendo a producao in vitro de
flores essencial para produzir plantas com maior qualidade e maior valor
comercial (MATA-ROSAS et al., 2011). No entanto, o cultivo e o comércio de
orquidiceas no Brasil também aumentaram e tém sido baseados
principalmente no extrativismo predatério, o qual, aliado ao aumento das
fronteiras agricolas e a continua urbanizacdo, propiciam para diversas
espécies, iminente perigo de extincdo (GALDIANO et al., 2013).

As sementes da familia Orchidaceae apresentam-se desprovidas de
tecido de reserva e sdo dependentes da associacdo com fungos micorrizicos
para obter as moléculas de carbono e 0s minerais necessarios a germinacéao e
ao desenvolvimento do embrido (RAMOS, 1969; ARDITTI, 1979). Contudo,
maiores percentuais de germinacdo sao obtidos por meio da cultura in vitro

quando comparados com as condi¢fes naturais. Assim, o cultivo in vitro € um
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instrumento biotecnoldgico importante na obtencdo de um numero significativo
de mudas uniformes, além de propiciar plantas livres de doencgas e pragas
(SOARES et al., 2012).

A espécie Cyrtopodium paludicolum Hoehne possui plantas tipica de
areas brejosas, com pseudobulbos alongados de 10 a 40 cm de altura,
inflorescéncia simples ou pouco ramificada atingindo até 2 m de altura, suas
flores estdo entre as maiores do género com 3,5 a 3,8 cm de diametro,
florescendo no periodo que comeca em dezembro e termina em abril. Esta
ocorre no Cerrado, no Distrito Federal e nos estados do Tocantins, Mato
Grosso, Goids, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana
(BARROS et al., 2013)

As giberelinas sdo horménios vegetais bioquimicamente caracterizados
como &acidos diterpendides tetraciclicos (CID, 2000) que possuem efeito
estimulatério no processo germinativo, quando aplicadas em sementes com e
sem dorméncia. Segundo Copeland e McDonald (1995), existe um grande
namero de giberelinas que promovem a germinacdo de sementes, mas a forma
mais frequentemente utilizada é o acido giberélico (AG3z). No que se refere a
germinacdo de sementes, Metivier (1986) ressalta o papel dos acidos
giberélicos no controle da hidrélise do tecido de reserva para o fornecimento de
energia ao embrido, promovendo, de acordo com Salisbury e Ross (1992), o
alongamento celular, fazendo com que a radicula se desenvolva através do
endosperma ou tegumento. As giberelinas podem induzir genes que codificam
enzimas que reduzem a resisténcia mecéanica dos envoltérios da semente ou
ter efeito direto sobre o potencial de crescimento do embrido (KERBAUY,
2008).

Em espécies de orquideas terricolas, ha relatos de maiores percentuais
de germinacdo in vitro quando as sementes sdo induzidas em fase imatura
(MITCHELL, 1989; DEPAUW e REMPHREY, 1993; RASMUSSEN, 1995;
LIGHT e MACCONAILL, 1998), porém, Arditti e Ernest (1993) indicam que as
espécies com habitat terrestre, germinam e se desenvolvem "in vitro" mais
lentamente do que as epifitas. Entretanto, ndo foram elucidadas as razfes para
0 aumento da frequéncia de germinacdo de sementes imaturas de espécies
terricolas da familia Orchidaceae. A fim de elucidar melhores mecanismos de

germinacdo dessa espécie, objetivou-se avaliar a porcentagem de germinagéo
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de sementes de capsulas maduras e imaturas de C. paludicolum in vitro em

diferentes concentracfes de &cido giberélico (AG3).
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) no Campus de
Chapadéao do Sul.

2.2 Material Vegetal

Foram utilizadas como material de estudo sementes oriundas de
capsulas maduras e imaturas de Cyrtopodium paludicolum coletadas em area
de preservacdo permanente da Fazenda Cachoeira em Chapadéo do Sul - MS,
em conformidade com a autorizacdo SISBIO namero 22570-2.

2.3 Germinacao de sementes de capsula imatura

Uma capsula imatura, com aproximadamente 90 dias apés a antese, foi
transferida para a capela de fluxo laminar e submetida a desinfestacdo em
solucéo de hipoclorito de sddio (2,5% de cloro ativo), durante 15 minutos. Logo
em seguida, o excesso do hipoclorito de sddio foi retirado, fazendo-se trés
imersdes em recipientes contendo agua destilada e autoclavada. Realizada a
assepsia, as sementes foram inoculadas com auxilio de swab estéril (Labor
Swab®), em placas de Petri contendo 20 mL de meio de cultura Knudson
(KNUDSON, 1946), suplementado com 20,0 g L™ de sacarose, 4,0 g L™ de
Agar e diferentes concentracdes de acido giberélico (0,0; 4,0; 8,0 e 16,0 mg L~
1. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1, em seguida, foi esterilizado a 120°C e 1
atm, durante 20 minutos.

ApoOs a semeadura, as placas foram vedadas com filme plastico PVC

(Dispafilm do Brasil Ltda) e acondicionadas em sala de crescimento a 23 + 2°C
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e fotoperiodo de 16 horas com 28 pmol m? s de irradiancia, provenientes de
lampadas fluorescentes brancas (40W, Philips, extra luz do dia).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos (concentracfes de AGj3) e quinze repeticbes cada,
sendo cada repeticao representada por uma placa com campo de leitura fixado
em 27,0 mm. Para as leituras, foi utilizado um estereomicroscopio binocular
(Didatica sp) no qual foram observadas a porcentagem de germinagcdo sendo
consideradas sementes germinadas aquelas que se apresentavam
intumescidas e clorofiladas. A porcentagem de germinacdo foi calculada
considerando-se o numero de sementes germinadas sobre o numero total de
sementes no respectivo campo de leitura.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
meédias das concentracdes de AG3 foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

2.4 Germinacao de sementes de capsula madura

Os procedimentos de desinfestacdo e esterilizacdo da capsula madura,
com aproximadamente 150 dias apds a antese, foram os mesmos utilizados
para capsula imatura, assim como a montagem e preparacdo do meio de
cultura. Os tratamentos consistiram de quatro concentracfes de acido
giberélico (AGs): 0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg L™ e trés tempos de avaliacdo (30, 60
e 90 dias).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
um esquema de parcelas subdivididas, com quinze repeticdes, sendo cada
repeticdo representada por uma placa com campo de leitura definido com 27,0
mm de didmetro. As leituras foram realizadas utilizando estereomicroscopio
binocular (Didatica sp). Foi avaliada a porcentagem de germinacdo, sendo
consideradas sementes germinadas aquelas que se apresentavam
intumescidas e clorofiladas. A porcentagem de germinacdo foi calculada
considerando-se o numero de sementes germinadas sobre o numero total de
sementes no respectivo campo de leitura.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias de germinacdo para os trés tempos foram comparadas pelo teste de
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Tukey a 5% de probabilidade. A analise de regressao foi utilizada para verificar
o ajuste de modelos polinomiais para variaveis dependentes, em funcéo das
concentracdes de AGs, em nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacéo de sementes de capsula imatura

A andlise de variancia dos dados de germinacdo de sementes de
capsula imatura mostrou que houve significAncia para o percentual de
germinacéo quanto as concentracdes de giberelina. A presenca de 16,0 mg L™
de &cido giberélico (AG3) resultou em 61,06 % de germinacdo das sementes de
capsula imatura de C. paludicolum. Nos demais tratamentos a presenca de

giberelina foi insuficiente para promover o processo germinativo (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de cépsula imatura de
Cyrtopodium paludicolum Hoehne em diferentes concentracbes de acido
giberélico (AG3) apds 120 dias de incubacdo. CPCS/UFMS, Chapadéao do Sul -
MS, 2013.

AGs3 (mg L™ Germinacao (%)
0,0 0,00b
4,0 0,00b
8,0 0,00b
16,0 61,06 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.

Rasmussen (1995), Yamazaki e Miyoshi (2006) observaram que a
medida que ocorre a maturacdo das capsulas de Cypripedium spp. e
Cephalanthera falcata, diminui-se a capacidade de germinacéo. Lee et al.,
(2005) sugere que sementes de Cypripedium formosanum podem apresentar
dorméncia primaria, pois a germinacao € melhor em sementes imaturas, assim
como para muitas outras espécies de orquideas terricolas, também foram
obtidas maiores porcentagens de germinacéo in vitro em capsulas imaturas do
gue em sementes maduras (MITCHELL, 1989; DEPAUW e REMPHREY, 1993;
LIGHT e MACCONAILL, 1998).
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No entanto, os dados do presente trabalho demonstraram que, para
capsulas imaturas, as sementes de C. paludicolum germinam apenas quando
se utilizou a dosagem de 16,0 mg L™ de AG;

Essa taxa de germinacdo pode estar relacionada ao fato de que a
dorméncia foi induzida por mudancas fisiolégicas durante o desenvolvimento e
maturacéo das sementes, como o acumulo de acido abscisico. A rela¢do neste
caso é a biossintese de acido abscisico (ABA) e acido giberélico (GA), os quais
sdo antagdnicos por possuirem o mesmo precursor. Normalmente o ABA se
encontra em maior concentracdo nas sementes imaturas e a medida que estas
sdo lancadas no ambiente em condi¢cdes favoraveis o GA, inverte-se esse
balanco e a germinacdo acontece. Assim foi verificado em Dactylorhyza
maculata e Epipactis helleborine por Van Der Kinderen (1987). Outro fator
correlacionado a dorméncia das sementes sdo as substancias inibidoras de
germinacao, tais como compostos fendlicos, fato observado na germinacéao de
Cymbidium goeringii (KAKO, 1976).

Porém, a inducdo de um estado fisiolégico de dorméncia em embrides,
pode ser devido ao aumento da impermeabilidade dos embrides durante a
maturacdo da semente (MIYOSHI e MIl, 1988).

As giberelinas séo relatadas como benéficas a quebra de dorméncia
embrionaria (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; JESUS et al., 2003) ou
tegumentar de muitas espécies vegetais (KERBAUY, 2008), corroborando com
os resultados observados neste trabalho, em que o efeito estimulatério de AG3
foi determinante na germinacdo de sementes de capsula imatura de C.
paludicolum.

Pierce e Cerabolini (2011) relataram que a presenca de fitorreguladores
como a giberelina, aumentou significativamente a germinacdo das sementes
imaturas de Pseudorchis albida e promoveu o desenvolvimento de
protocormos. Assim também, as sementes de capsula imatura de C.
paludicolum necessitam de uma quantidade expressiva de acido giberélico
armazenado para que ocorra a estimulacio da germinacdo, pois,
fisiologicamente, os hormdnios podem ser acumulados para a sua subsequente
participacdo no controle da germinacdo e crescimento da plantula ou podem
estar relacionados com o desenvolvimento das sementes (BEWLEY e BLACK,
1983).
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3.2 Germinacéao de sementes de capsula madura

Houve interacao significativa entre as concentracdes de AG3; e 0 tempo
de exposicdo ao meio. Na interacdo concentracdo dentro de tempo, aos 30
dias apés a incubacéo das sementes de capsulas maduras, houve efeito linear
positivo na germinacao das sementes de capsulas maduras de C. paludicolum
(Figuras 1 e 2), porém, com apenas 36,9% de germinacdo na concentracao de
10 mg L™ de AGs. A promocéo de germinacdo decorrente da aplicacdo de AGs;
também foi observada por Santos et al. (2007) em sementes de Cattleya
bicolor.

Aos 60 dias apos a incubacdo das sementes de C. paludicolum no meio
de cultura, observou-se que a presenca de giberelina nas concentracdes
avaliadas apresentou pouco efeito estimulatério na germinacdo, porém, os
dados observados por Soares et. al. (2012), demonstraram que a presenca do
acido giberélico (AG3) ndo exerceu efeito estimulante sobre a germinacéo e
formacao protocormos de sementes de Dendrobium nobile Lindl.

Apos 90 dias, verificou-se reducdo na germinagdo com uso de AGg
(Figura 1) demonstrando que na presenca de giberelina houve diminuigcdo da
porcentagem de germinacdo das sementes maduras de C. paludicolum,
corroborando com o relato de Cevdet e Sebnem (2012), em que a germinacao
de sementes de Serapias vomeracea foi afetada negativamente com o
acréscimo de AGs.

As sementes podem ser muito sensiveis ao AGz na fase inicial de
germinacao, uma vez que, extrapolado o tempo do efeito estimulatorio, entéo, o
processo inibitdrio se instala, fato este também observado em sementes de
Calanthe discolor (MIYOSHI e MIl, 1995). Apesar do baixo percentual de
germinacdo em alguns tratamentos, as sementes de C. paludicolum
germinaram em todas as concentracfes de AGs;, assemelhando-se aos
resultados obtidos por Leite e Hebling (2007), os quais verificaram que a
utilizacdo de 1 mg L™ de AG; na embebicdo de sementes de Cattleya bicolor

proporcionou 0 maior numero de plantulas.
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de sementes oriundas de capsulas
maduras de Cyrtopodium paludicolum Hoehne, em funcdo das concentracdes
de &cido giberélico (AG3) e tempo de avaliagcdo. CPCS/UFMS, Chapadédo do
Sul - MS, 2013.
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A aplicacdo de fitorreguladores que propiciam a germinagdo de
sementes de espécies vegetais nativas é de extrema importancia, e o uso do
acido giberélico tem sido fundamental, pois esta relacionado com a sintese de
enzimas hidroliticas como proteases e a-amilases que degradam reservas
como amido e proteinas, as quais sdo usadas no desenvolvimento do embrido
e também no alongamento da radicula (TAIZ e ZEIGER, 2013; FERREIRA et
al., 2001).

Figura 2. Germinacdo de sementes oriundas de cépsula madura de
Cyrtopodium paludicolum Hoehne. Barra = 1 cm. CPCS/UFMS, Chapadao do
Sul - MS, 2013.
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Embora a utilizacdo de determinadas concentracbes de AGz em certos
periodos tenha sido inibitéria para sementes de C. paludicolum, Gil-Martinez
(1995) afirma que, em condi¢des naturais, as sementes de Orchidaceae podem
precisar de AGjz fornecido pelo fungo micorrizico, a fim de iniciar o processo
germinativo. Esta é possivelmente a relevancia do acido giberélico quando
adicionado em meios assimbidticos, os quais substituem as associacdes
micorrizicas, conforme relato de Pedroza et al. (2005), para a germinacao de
Comparettia falcata.

Na interacdo tempo de incubacéo dentro de tratamento verificou-se que
as concentracdes de 0,0; 2,5 e 5,0 mg L™ de AG; aos 90 dias apds a incubacao
das sementes de C. paludicolum no meio de cultura, apresentaram maior
porcentagem de germinacdo do que aos 30 e 60 dias, diferenciando-se
estatisticamente. J&4 para o tratamento com 10,0 mg L™ de giberelina nao
houve diferenca estatistica na porcentagem de germinacao aos 60 e 90 dias de
incubagéo, os quais foram maiores que aos 30 dias, diferindo deste

estatisticamente (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de capsulas maduras de
Cyrtopodium paludicolum Hoehne em diferentes concentracbes de acido
giberélico (AG3) sob diferentes tempos de incubacdo. CPCS/UFMS, Chapadéao
do Sul - MS, 2013.

Acido giberélico (mg L™

Tempo

0,0 2,5 5,0 10,0
30 dias 226¢C 20,2 c 32,2c 36,4 b
60 dias 83,4b 76,3 b 80,2b 82,7 a
90 dias 929a 939a 89,0 a 83,3 a

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a de 5% de probabilidade.

Alguns autores que trabalharam com germinagdo de sementes da
familia Orchidaceae em diferentes tempos de incubacdo de sementes,
conseguiram resultados alternados, como Leite e Hebling (2007) que obtiveram
52,49% germinagdo trabalhando com Cattleya warnerii avaliadas apos
quarenta e cinco dias de incubacado, Schneiders et. al. (2012) obtiveram 90%
de germinacdo ao avaliar sementes de Cattleya forbesii aos 30 dias apos a

incubacdo e Soares et. al. (2012) apOs seis meses obtiveram 49,47% de
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germinacdo com sementes de Dendrobium nobile Lindl. Esses resultados
demonstram que as respostas fisiologicas a germinacdo de cada espécie

variam de acordo com o tempo exposto ao meio de cultura.

4. CONCLUSOES

Sementes de capsula imatura de C. paludicolum mostraram-se
dependentes de AG3 para germinar,

O aumento das concentracbes de acido giberélico no meio de cultura
aos 30 dias induz a germinacdo, porém aos 90 dias de incubacdo das
sementes de cdpsulas maduras de C. paludicolum, concentracdes elevadas de
AG3 causam efeito inibitério na germinabilidade;

O tempo de incubacdo influencia a germinabilidade de sementes de
capsulas maduras de C. paludicolum, sendo o tempo de 90 dias o mais

adequado.
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CAPITULO 2 - FONTE DE CARBONO NO CULTIVO IN VITRO DE
Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

RESUMO

A familia Orchidaceae é representada por plantas com flores diversificadas, a
qual é composta também pelo género Cyrtopodium R. Br. A propagacao em
larga escala de varias espécies de orquideas tem sido atribuida ao cultivo in
vitro, onde as plantas passam a ser praticamente heterotréficas e assim
requerem de uma fonte exdgena de carboidratos. Portanto, objetivou-se com
este estudo obter a melhor concentracdo de carboidratos e fonte de carbono
para o crescimento vegetativo in vitro de plantas de Cyrtopodium paludicolum.
Foram utilizados quatro carboidratos diferentes: sacarose (C12H22011), glicose
(C6H120s), frutose (CsH1206) € rafinose (CisH32016) has concentragdes de O,
10, 20 e 40 g L™, adicionados em meio Knudson. Os materiais vegetais
utilizados foram protocormos, 0s quais permaneceram durante 90 dias no meio
de cultivo, em seguida foram avaliados altura da parte aérea, numero de folhas,
ndmero de raizes, comprimento da maior raiz e peso total de matéria fresca. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial com cinco repeticbes. Para a altura da parte aérea, na
concentracdo de 10 g L™, a sacarose mostrou-se vantajosa, porém na
concentracdo de 40 g L™ ndo houve diferenca entre as fontes de carboidratos.
Para comprimento da maior raiz, nimero de folhas e matéria fresca, a glicose e
sacarose demonstraram-se mais eficientes nas concentracdes de 25,0 a 32,0 g
L™. Os tipos de carboidratos influenciaram o crescimento in vitro de C.
paludicolum, no entanto, é recomendavel sacarose ou glicose como fontes de
carbono, nas concentracbes de 25 a 32 g L™ para o desenvolvimento
vegetativo da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, Desenvolvimento, Agucares.

CHAPTER 2 - CARBON SOURCE ON IN VITRO CULTURE OF Cyrtopodium
paludicolum (HOEHNE).

ABSTRACT
The orchid family is represented by flowering plants diversified, which is also
composed by genus Cyrtopodium R. Br. Large scale propagation of various
species of orchids has been attributed to culture in vitro, where plants are to be
practically heterotrophic and thus require an exogenous source of
carbohydrates. Therefore, the aim of this study was to obtain the best
carbohydrate concentration and carbon source for in vitro vegetative growth of
C. paludicolum. We used four different carbons: sucrose (C12H2,0131), glucose
(CeH120s), fructose (CgH1206) and raffinose (C1sH32016) at concentrations of 0,
10, 20 and 40 g L™, added culture medium of Knudson. The plant material were
protocorms which remained for 90 days in the culture medium, then were
evaluated shoot height, number of leaves, number of roots, length of roots and
total weight of fresh matter. For the shoot height, the concentration of 10 g L™
sucrose proved advantageous, but at a concentration of 40 g L™ there was no
difference between the carbon sources. For the longest root length, number of
leaves and fresh weight, glucose and sucrose were shown to be more efficient
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at concentrations from 25.0 to 32.0 g L™. The types of carbohydrate affected the
in vitro growth of C. paludicolum, however, it is recommended sucrose or
glucose as carbon sources at concentrations 25 to 32 g L™ for the vegetative
species.

KEY WORDS: Orchidaceae, Development, Sugars.

1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae € representada por plantas com flores
diversificadas, as quais séo valorizadas devido a sua beleza e duracado, assim,
exibem ampla diversidade em tamanho, fragrancia e coloracdo (ROBERTS e
DIXON, 2008). O género Cyrtopodium R. Br. € composto por 39 espécies da
familia Orchidaceae. Cyrtopodium paludicolum Hoehne €& uma espécie
caracterizada pela inflorescéncia geralmente simples, alta e com flores
grandes, principalmente amarelas com pseudobulbos de tamanho mediano
(BARROS et al., 2013).

A propagac¢do em larga escala de véarias espécies de orquideas em risco
de extingdo ou de elevado valor comercial tem sido atribuida ao cultivo in vitro
(SANTOS et al.,, 2006). Assim, 0os meios assimbidticos sdo capazes de
propiciar a germinacdo e também possibilitam o crescimento e o
desenvolvimento das muitas espécies de orquidaceas cultivadas (SOARES et
al., 2013). Para tal, o estabelecimento das exigéncias dos meios nutritivos
empregados na cultura de tecidos vegetais foi estabelecido a partir das
exigéncias das plantas inteiras, com modificagbes para atender as
necessidades especificas in vitro (CALDAS et al., 1998). Desta forma, varios
constituintes sdo acrescentados para suprir as necessidades energéticas,
metabdlicas e estruturais da célula, uma vez que as mesmas vias bioquimicas
basicas que operam nas plantas sdo mantidas nos tecidos cultivados in vitro
(STANCATO et al., 2008).

No cultivo in vitro, as plantas passam a ser praticamente heterotréficas
e, portanto, requerem fonte exdgena de carboidratos para o desenvolvimento
quando em condi¢des desfavoraveis para realizagdo da fotossintese (KOZAI et
al.,, 1991). Essas fontes sdo adicionadas ao meio nutritivo, fornecendo energia

metabodlica e esqueletos carbdnicos para a sintese de compostos organicos,
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como oligossacarideos, aminoacidos e outras moléculas necessarias para o
crescimento das células (CALDAS et al., 1998).

A reducdo de carboidratos para o cultivo assimbidtico tem sido
pesquisada a fim de melhorar a capacidade fotossintética dos tecidos
cultivados in vitro e reduzir perdas atribuidas a contaminacdo por fungos e
bactérias que, consequentemente, interferem negativamente na sobrevivéncia
e no desenvolvimento das plantulas (KOZAI et al.,, 1991). Entretanto, ha
autores nao favoraveis a esta teoria, 0s quais relatam ndo estarem definidos os
mecanismos pelos quais a concentracdo de carboidrato influencia na
aclimatizacdo, portanto, seria necessario manter os niveis de sacarose em
torno de 2 - 3% na fase que antecede a aclimatizacdo para que a planta
acumule reservas de energia para sobreviver melhor ao ambiente
(CAPELLADES et al., 1990; REZENDE et al., 2009).

A sacarose € 0 carboidrato mais empregado em meios de cultura na
propagacéo de plantas ornamentais, sendo que no meio Knudson (KNUDSON,
1946), sua concentracdo mais utilizada é de 20,0 g L™ (FRAGUAS et al., 2003).
No cultivo in vitro de orquideas, porém, h4 fontes alternativas que também tém
sido utilizadas com menor frequéncia como a frutose, glicose, maltose, entre
outras (REGO-OLIVEIRA et al., 2003; BESSON et al., 2010). A concentracao e
fonte apropriada de carbono dependem principalmente da espécie vegetal e da
fase do desenvolvimento em que a planta se encontra (NICOLOSO et al.,
2003).

Portanto, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de diferentes
fontes de carbono e concentracdes de carboidratos no crescimento vegetativo

in vitro de plantas de C. paludicolum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) no Campus de
Chapadéao do Sul.
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2.2 Material vegetal

Foram utilizados protocormos provenientes de sementes de C.
paludicolum, que ja se encontravam estabelecidos in vitro em meio Knudson
(KNUDSON, 1946). Para estabelecimento da estrutura de protocormos,
utilizou-se a definicdo de Harrison (1977), o qual relata protocormo como uma

estrutura tuberiforme resultante da germinacgdo das sementes.

2.3 Fontes de carbono e concentracdes de carboidratos

O meio de cultura utilizado foi o de Knudson (KNUDSON, 1946),
suplementado com 4,0 g L de Agar. Foram utilizadas quatro fontes de
carbono: sacarose (Ci12H22011), glicose (CsH1206), frutose (CeH12.06) € rafinose
(C1gH3,016), nas concentracdes de 0, 10, 20 e 40 g L™. Em seguida, o pH dos
meios de cultura foram ajustado para 5,8 £ 0,1.

Apos o preparo, 50 mL de meio foram distribuidos em frascos de vidro
de 250 cm® e em seguida vedados com papel aluminio e submetidos ao
processo de esterilizagdo por autoclavagem a 120°C durante 20 minutos. A
inoculacdo foi realizada assepticamente em camara de fluxo laminar, sendo
utilizados quatro protocormos por repeticdo. Posteriormente, os frascos foram
vedados com filme plastico PVC (Dispafilm do Brasil Ltda) e acondicionados
em sala de crescimento a 27 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas com 28 umol m™
st de irradiancia, provenientes de lampadas fluorescentes brancas (40W,
Philips, extra luz do dia).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x4, com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo
representada por uma média de quatro plantas em cada frasco. ApGs 90 dias
foram efetuadas avaliacfes dos seguintes parametros: altura da parte aérea,
namero de folhas, nimero de raizes, comprimento da maior raiz e peso total de
matéria fresca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
medias das fontes de carboidratos foram comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade. A andlise de regressao foi utilizada para verificar o ajuste
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de modelos polinomiais para variaveis dependentes, em funcdo das

concentragfes de fontes de sacarose, em nivel de 5% de probabilidade.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O namero de raiz, comprimento da maior raiz, namero de folhas e massa
fresca ndo tiveram interacdo significativa entre as fontes de carbono e as
concentracdes testadas. Apenas houve interacdo para a altura da parte aérea,
na qual a comparacédo entre as fontes de carbono demonstrou que a sacarose
diferiu dos demais tratamentos na concentracdo de 10,0 g L™ apresentando
plantas com 33,8 mm de altura. J&4 para a concentracdo de 20,0 g L™, a
rafinose demonstrou menor efeito no crescimento da parte aérea (11,7 mm),
diferindo-se estatisticamente dos demais tratamentos. Nas demais

concentracfes ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Altura da parte aérea (mm) de Cyrtopodium paludicolum Hoehne em
funcdo de diferentes fontes de carbono e concentracdes destas no meio de
cultivo, apés 90 dias de incubacdo. CPCS/UFMS, Chapaddo do Sul — MS,
2013.

Fonte de Concentracdes (g L™)

carbono 0 10 20 40
Sacarose 0,0a 33,8a 24,8 a 18,9 a
Glicose 0,0a 18,8 b 28,1a 13,8 a
Frutose 0,0a 18,2 b 255a 16,9 a
Rafinose 0,0a 10,2 b 11,7b 16,4 a

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A sacarose proporcionou crescimento em altura 79,8% superior a
segunda maior altura obtida que foi com glicose, na concentracéo de 10 g L™,
ja a rafinose na concentracdo de 20 g L™ apresentou crescimento em altura da
parte aérea 123% inferior a média dos melhores tratamentos.

Rego-Oliveira et al. (2003) relataram que para plantulas de Oncidium
varicosum, até a concentracdo de 30 g L™, a glicose e a sacarose

demonstraram maior crescimento de parte aérea que a maltose.
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Quando comparadas as concentracbes foi observada que, para
sacarose, a concentracdo de 23,1 g L™ resultou em 32,9 mm de parte aérea,
para glicose a concentracéo de 23,3 g L™ resultou em 28,3 mm de parte aérea
e para frutose a concentracdo de 24,7 g L™ resultou em 26,8 mm de parte
aérea, ja para rafinose a concentracdo que proporcionou maior altura de parte
aérea em plantas de C. paludicolum foi 40 g L™, apresentando linearidade
positiva com a concentracdo adicionada ao meio, mesmo assim, atingindo a
altura maxima de apenas 17,7 mm (Figura 1). Rego-Oliveira et al. (2003),
comparando as concentracfes de diferentes fontes de carbono no crescimento
vegetativo de plantulas de O. varicosum observaram que, para glicose, a
concentracdo que proporcionou maior altura de parte aérea foi 30 g L™ e para
maltose e sacarose, a concentragdo que proporcionou maior altura de parte
aérea foi 60 g L™. J4 em espécies Dactylorhiza, ha diferencas estatisticamente
significativas na parte aérea e crescimento da raiz, dependendo do acgucar e
das combinacdes de reguladores de crescimento utilizadas. Para Dactylorhiza
incarnata ssp. incarnata, a maior taxa de crescimento de parte aérea e raizes
foi obtido na presenca de 40 g L™ glicose, ja para Dactylorhiza majalis, a
melhor estratégia para estimular o desenvolvimento das plantas foi a aplicacao
concomitante de glicose com sacarose na concentracdo de 10 g L™ cada
(WOTAVOVA-NOVOTNA et al., 2007).

As fontes de carboidrato sdo adicionadas ao meio nutritivo para fornecer
energia metabdlica e esqueletos carbbnicos, 0s quais sintetizam compostos
organicos necessarios para o crescimento das células (CALDAS et al., 1998).
Os dados obtidos neste trabalho corroboram com o relato de Rego-Oliveira et
al. (2003), que ressaltaram que as diferencas de altura da parte aérea
evidenciam a importancia do tipo de carboidrato a ser utilizado, assim como a
sua concentracdo adequada, para o desenvolvimento de vitroplantas.

Para o comprimento de maior raiz, a sacarose proporcionou maior valor
para essa variavel e, apesar de nao diferenciarem-se estatisticamente quando
se utilizou a glicose, resultou em raiz com comprimento de 45,1% superior
(Tabela 2). Entretanto, deve-se considerar que a sacarose proporcionou
comprimento da maior raiz 45,1% superior a glicose. Rego-Oliveira et al.
(2003), relataram ndo haver diferenca estatistica entre glicose, maltose e

sacarose no crescimento das raizes de O. varicosum na concentracao de 20,0
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g L™, mas nas concentracdes de 10,0 e 30,0 g L™, os dados corroboram com
0s apresentados neste estudo, onde as melhores fontes de carbono para o

crescimento das raizes foram a sacarose e a glicose.

Figura 1. Altura da parte aérea (mm) de Cyrtopodium paludicolum Hoehne apés
90 dias de cultivo in vitro em funcdo das concentracdes de sacarose (A),
glicose (B), frutose (C) e rafinose (D). CPCS/UFMS, Chapadéo do Sul - MS,
2013.
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Para numero de folhas, o uso das fontes sacarose, glicose e frutose
resultou em valores iguais estatisticamente, diferindo apenas da rafinose
(Tabela 2). A média do numero de folhas obtido para essas trés fontes de
carbono foi 57,4% superior ao obtido pela rafinose. Em plantulas do hibrido de
Laelia purpurata Lindl var venosa X Cattleya warneri T. Moore alba
(Orchidaceae), o tratamento com sacarose foi 0 que proporcionou maior
namero de folhas, quando comparado com diferentes concentragdes de frutose
(MOREIRA et al., 2007). Moreira et al. (2007) e Pivetta et al. (2010) obtiveram
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melhores resultados quanto ao numero de folhas, quando adicionaram 20,0 a
30,0 g L™ de sacarose ao meio de cultivo. No entanto, Chaves et al. (2005)
avaliaram os meios de cultivo in vitro modificados, Murashige e Skoog (MS) e
Knudson para plantas de Laelia purpurata var. Alba Coeruleia e verificaram que
0 meio Knudson incrementado com frutose como fonte de carbono,
proporcionou incremento no numero de folhas, assim como de raizes novas,
indicando que a fonte de carbono pode estimular e/ou regular processos

bioquimicos relacionados com a diviséo e diferenciacéo celular.

Tabela 2. Comprimento da maior raiz, numero de folhas e matéria fresca de
plantas de Cyrtopodium paludicolum cultivadas em meio nutritivo contendo
sacarose, glicose, frutose ou rafinose apds 90 dias do inicio do experimento.
CPCS/UEMS, Chapadéo do Sul - MS, 2013.

Fonte de Comprimento Numero de folhas Matéria fresca

Carbono maior raiz (mm) (9)
Sacarose 19,3 a 27,4 a 0,063 a
Glicose 13,3 ab 26,7 a 0,048 ab
Frutose 12,2 b 26,2 a 0,052 ab
Rafinose 110b 170b 0,026 b

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade

Da mesma forma que foi observada para o nimero de folhas, a matéria
fresca foi maior para as fontes de carbono sacarose, glicose e frutose, nédo
diferindo estatisticamente entre si, apesar da massa fresca encontrada com
sacarose ter sido 31,2 % superior a massa fresca obtida com glicose (Tabela
2). A média de massa fresca obtida com essas trés fontes de carbono foi 109,0
% superior a obtida com rafinose. Rego-Oliveira et al. (2003) relataram né&o
haver diferenca estatistica no peso fresco de O. varicosum entre as fontes de
carbono testadas até a concentracdo de 30,0 g L*, no entanto, na
concentracdo de 60 g L™, a glicose e a sacarose sobressairam-se da maltose;
porém, esta se destacou na concentracédo de 90 g L™. Segundo Caldas et al.
(1990), a sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos,
proporcionando as mais altas taxas de crescimento da maioria das espécies de

orquidaceas.
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Avaliando as variaveis em relacdo a concentracdo de carboidratos,

observou-se que as plantas de C. paludicolum apresentaram melhores

resultados concentracdo de 28,7 g L™ de carboidrato quanto ao nimero de

raizes por planta, 31,8 g L™ de carboidrato para o comprimento da maior raiz,

25,3 g L' quanto ao nimero de folhas por planta e 28 g L™ de carboidrato

quanto & matéria fresca (Figura 2).

Figura 2. Resposta de numero médio de raizes (A), comprimento médio de
raizes — mm (B), niumero médio de folhas (C) e massa fresca — g (D), em
funcdo do aumento das concentracdes de carboidratos em meio de cultivo,
para plantas de Cyrtopodium paludicolum Hoehne. CPCS/UFMS, Chapadéo do

Sul - MS, 2013.
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Com relacédo ao numero de raizes, Moreira et al. (2007) verificaram que

os tratamentos com 10 e 20 g L™ de aclicares apresentaram maior quantidade

de raizes em hibridos de orquideas. Ja Rego-Oliveira et al. (2003) obtiveram
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maior numero de raizes nas concentragbes entre 30 e 90 g L para O.
varicosum. Collins e Dixon (1992), testaram concentracdes de sacarose (0, 10,
20 e 40 g L") em Diuris longifolia R. Br., e observaram que o aumento das
concentracdes de 20 para 40 g L™ proporcionou aumento na frequéncia de
enraizamento, dobrando o niumero de plantas enraizadas, demonstrando que o
desenvolvimento radicular desta orquidea terrestre esta diretamente ligado a
concentracdo de sacarose no meio de cultura. Porém, segundo George e
Sherrington (1984) e Faria et al. (2006), concentracfes elevadas de acucar
podem inibir a formacao de raizes in vitro.

Avaliando o desenvolvimento in vitro de Cattleya loddigesii, Galdiano-
Junior et al. (2013) observaram que a concentracdo de 23 g L™ de carboidrato
proporcionou maior comprimento de raizes. Portanto, com o aumento da
concentracdo de acucares proporciona diminuicdo da absorcdo de sais
minerais e agua e, isto pode interferir no crescimento vegetal (FRAGUAS et al.,
2003; BESSON et al., 2010). Paiva Neto e Otoni (2003) demonstram que 0
aumento na concentracdo de acUcares gera reducdo no potencial osmatico e
consequentemente, no potencial hidrico do meio de cultura, culminando com
menor disponibilidade de 4gua e nutrientes.

Constatou-se bons resultados no desenvolvimento C. paludicolum com
concentracdes proximas a 30 g L™ para o nimero de raizes, comprimento de
raizes, numero de folhas e comprimento da parte aérea (Figura 3).
Concentracdes semelhantes foram propostas por Fraguas et al. (2003) para o
hibrido Cattleya labiata x Laelia itambana, Pivetta et al. (2010) para a orquidea
amazoénica Caularthron bicornutum e por Galdiano-Junior et al. (2013a) para
Cattleya violacea. Chu e Ribeiro (2002) observaram que o numero de folhas de
diferentes espécies de Dioscorea L. apresentou correlacdo positiva com a
concentracdo de sacarose adicionada ao meio. Galdiano-Junior et al. (2013a)
observaram que durante o periodo de multiplicacdo de orquideas, as
concentracdes entre 20 e 30 g L™ de carboidratos no meio de cultura tiveram
um efeito positivo no peso final das plantulas, porém, Rego-Oliveira et al.
(2003) observaram em O. varicosum melhores resultados de matéria fresca a
partir de 60 g L™.
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Figura 3. Plantas de Cyrtopodium paludicolum Hoehne ap0s a exposicdo a
diferentes fontes e concentracdes de carboidratos. Barra: 1 cm. CPCS/UFMS,
Chapadéo do Sul - MS, 2013.
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A exposicéo as fontes de carbono pode aumentar as reservas de amido
e sacarose nas plantas e favorecer a aclimatizagdo assim como favorecer as
adaptacdes fisioldégicas (HAZARIKA, 2003). No entanto, as plantas podem
apresentar reducdo na atividade fotossintética, possivelmente devido a
presenca de fonte de energia suficiente para as demais atividades metabdlicas
(ROLLAND et al., 2002). Contudo, pode-se afirmar que as fontes de carbono e
suas concentragfes afetam cada espécie de forma distinta, proporcionando

resultados suficientes ou insuficientes para o crescimento vegetativo (Figura 3).
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4. CONCLUSOES

As fontes de carbono e concentracdes de carboidratos influenciaram o
crescimento in vitro de C. paludicolum. O cultivo de C. paludicolum na presenca
de 10,0 e 20,0 g L™ de sacarose e 20,0 g L™ de glicose resultou em maior
comprimento da parte aérea. Para comprimento da maior raiz, nimero de raiz,
namero de folhas e matéria fresca, as fontes de carbono demonstraram-se

mais eficientes nas concentragées de 25,0 a32,0g L™
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CAPITULO 3 - B INTERFERENCIA DE FITORREGULADORES NA
MICROPROPAGACAO DE Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

RESUMO
A expansdo agricola em areas de Cerrado tem reduzido drasticamente as

areas de ocorréncia de espécies nativas, incluindo as orquideas que, sofrem
ainda forte pressdo de coleta extrativista. Assim, a obtencdo de técnicas de
multiplicacdo que visem conservagado destas espécies torna-se imprescindivel.
Neste contexto, objetivou-se micropropagar plantas de Cyrtopodium
paludicolum a partir de apices radiculares. Para tal, foram utilizados dois
fitorreguladores, &cido 1-naftaleno acético (ANA) e thidiazuron (TDZ) em
diferentes concentragdes: ANA (0,00; 0,25 e 0,50 mg L™?) e TDZ (0,00; 0,50 e
1,00 mg L), adicionados em meio Knudson. Os explantes utilizados foram
apices radiculares com aproximadamente 1,0 cm, oriundo de vitroplantas de C.
paludicolum, os quais permaneceram durante 120 dias no meio de cultivo. Em
seguida foram avaliados quanto a porcentagem de sobrevivéncia, numero de
brotacBes, altura da parte aérea, numero de raizes e comprimento da maior
raiz. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x3, com quatro repeticdes cada tratamento. Houve interacao
significativa entre as diferentes concentracdes de ANA e TDZ, sendo que, ha a
necessidade da presenca da auxina ou citocinina exdgena para bons
percentuais de sobrevivéncia. Para o numero de brotacdes a presenca de ANA
foi determinante, ao contrario do observado quando se utilizou TDZ isolado, no
entanto, a maior média foi observada quando associada 0,25 mg L™ de ANA
com 0,50 mg L de TDZ. Para o comprimento de parte aérea 0 mesmo foi
observado, sendo no tratamento com 0,25 mg L™ de ANA e 0,50 mg L™ de TDZ
a maior altura foi obtida, 42,50 mm. Para o nimero de raiz, a concentracdo de
0,25 mg L* de ANA quando associada com TDZ, demonstrou maior
capacidade na inducéo para diferenciacdo em raizes, na qual observou-se a
maior média (7,25) quando associada com 0,50 mg L™ de TDZ, porém ndo
diferiu estatisticamente quando associada com 1,00 mg L™ de TDZ. Para o
comprimento de maior raiz, observou-se que ao contrario das demais variaveis,
a presenca de TDZ foi fator determinante no crescimento radicular, no entanto
o maior comprimento (32,50 mm) foi observado na interacdo de 0,25 mg L™ de
ANA com 0,50 mg L™ de TDZ. Por fim, concluiu-se que a presenca de ANA e
TDZ sdo fundamentais na micropropagacdo de apices radiculares de C.
paludicolum, podendo ser obtido bons resultados na concentragéo de 0,25 mg
L de ANA e 0,50 mg L™ de TDZ.

PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, Thidiazuron, Acido 1-Naftaleno Acético.
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CHAPTER 3 - INTERFERENCE TO PLANT GROWTH REGULATORS IN
MICROPROPAGATION OF Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

ABSTRACT

Agricultural expansion in areas of Cerrado has dramatically reduced the areas
of occurrence of native species, including orchids, still suffer strong pressure
from extractive collection. Thus, obtaining multiplication techniques aimed at
conservation of these species becomes essential. In this context, the objective
of plant micropropagation Cyrtopodium paludicolum from root tips. To this, two
plant growth regulators 1-naphthalene acetic acid (NAA) and thidiazuron (TDZ)
were used in different concentrations NAA (0.00, 0.25 and 0.50 mg L™) and
TDZ (0.00; 0.50 and 1.00 mg L), added to Knudson medium. The explants
were root tips with approximately 1.0 cm, derived from plants grown in vitro C.
paludicolum, which remained for 120 days in culture medium. They were
evaluated then survival percentage, number of shoots, shoot height, root
number and length of roots. The experimental design was completely
randomized in a 3x3 factorial arrangement with four replications per treatment.
There was a significant interaction between the different concentrations of NAA
and TDZ, and there is the need for the presence of exogenous auxin or
cytokinin for good survival percentages. For the number of shoots the presence
of ANA was crucial , unlike that observed when using isolated TDZ , however |,
the mean was observed when combined with 0.25 mg L™ NAA with 0.50 mg L™*
TDZ. For the length of the shoot was actually observed , and the greatest height
(42.50 mm) was obtained with treatment 0.25 mg L™ NAA and 0.50 mg L™ TDZ.
For the number of root concentration of 0.25 mg L™ NAA when associated with
TDZ showed the greatest ability to induce differentiation in roots, in which there
was the highest average (7.25 ) when combined with 0 50 mg L™ TDZ, though
not significantly different when associated with 1.00 mg L™ TDZ . For the length
of the longest root, observers that unlike the other variables, the presence of
TDZ was a determining factor in root growth, however the greater length (32.50
mm) was observed in the interaction of 0.25 mg L™* ANA with 0.50 mg L™ TDZ.
Finally, it was concluded that the presence of NAA and TDZ are fundamental in
micropropagation of root tips of C. paludicolum, good results can be obtained at
a concentration of 0.25 mg L™ NAA and 0.50 mg L™ TDZ .

KEY WORDS: Orchidaceae, Thidiazuron, Naphthalene Acetic Acid-1.

1. INTRODUCAO

Existem aproximadamente 39 espécies de Cyrtopodium distribuidas no
Brasil (BARROS et al., 2013). O nome genérico Cyrtopodium R. Br. é oriundo
da expressao “pezinho curvo”, devido as caracteristicas no centro da flor que
se assemelham ao dito (GUO et al., 2010). Cyrtopodium paludicolum é uma
espécie terricola, geralmente, encontrada em solos permanentemente Umidos,

com pseudobulbos grossos e alongados, provavelmente atribuidos ao porte da
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espécie (BARROS et al., 2013). Sua propagacéao natural ocorre principalmente
por meio da germinacédo das sementes, no entanto, sabe-se que a propagacao
da espécie em ambiente nativo enfrenta dificuldades devido ao extrativismo e a
expansao agricola.

N&do ha relatos de investigagcbes sobre os meios de cultura para o
crescimento de plantulas de C. paludicolum, e também ndo ha relatos sobre
processos micropropagativos ou regeneracdo in vitro da espécie. Uma
variedade de explantes tem sido testada visando a propagacdo clonal de
orquideas, como apices radiculares e caulinares, apices de botbes florais,
gemas e apices foliares (COLLI e KERBAUY, 1993; CHEN e CHANG, 2006;
MARTIN e MADASSERY, 2006; CHUGH et al, 2009; MULGUND et al., 2011).

Embora a micropropagacéo de orquideas tenha apresentado resultados
satisfatorios nos ultimos anos, parte dos problemas tem restringido a escolha
de explantes, incluindo exsudacdo fendlica, principalmente quando o0s
explantes tém sido isolados de plantas maduras (CHUGH et al., 2009). Outras
dificuldades da técnica estdo relacionadas ao numero limitado de meristemas,
a dificuldade de induzir a formacdo de corpos semelhantes a protocormos ou
"ptotocorms-like body" (PLB) e a variacdo somaclonal (SANCHEZ, 1988;
CHUGH et al, 2009). Embora os apices radiculares das orquideas sejam
considerados recalcitrantes, a formacgao de PLBs por células meristematicas de
raizes foram relatados por diversos autores em certas orquideas, tais como
Vanda spp., Oncidium spp. e Doritaenopsis spp. (PARK et al., 2003; WU et al.,
2004; LANG e HANG, 2006).

Muitos sdo os reguladores de crescimentos utilizados em técnicas de
micropropagacao de orquideas, assim como suas variadas concentra¢cdes, que
podem variar de acordo com diversos fatores como o0 explante e a espécie
vegetal. Esta moderna maneira de propagacao através da tecnologia de
producado fez com que orquideas, as quais apresentam flores de alto potencial
ornamental e comercial, se tornassem mais acessiveis para uma ampla classe
da sociedade. Fato este justificado devido ao envolvimento de grandes
laboratorios de cultura de tecidos na micropropagacéo de orquideas (CHUGH
et al., 2009).

Trabalhos realizados com manutencdo in vitro de plantas de C.

paludicolum revelaram que os apices radiculares de Orgaos intactos
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apresentam a capacidade de conversao em apices caulinares (Figura 1). No
entanto, ndo houve formacéo de PLB quando segmentados os apices da raiz e
cultivados no mesmo meio de cultura. Fato semelhante foi observado em
vitroplantas de C. paranense sob a qual ficou evidente a essencialidade que a
planta méae, durante a formacédo dos PLBs, exige em permanecer intacta, pois
ndo houve a formagdo desta estrutura quando as raizes foram segmentadas ou
induzidas com reguladores de crescimento (GUO et al., 2010). Assim sendo,
objetivou-se verificar a capacidade de 4pices radiculares isolados de C.
paludicolum manterem a competéncia para conversdo em 4pice caulinar na

presenca e auséncia de reguladores de crescimento.

Figura 1. Formacdo de corpos semelhantes a protocormos (PLB) em &pices
radiculares de vitroplantas de Cyrtopodium paludicolum Hoehne em meio de
cultura Knudson sem a presenca de regulador de crescimento. PLB formado a
partir da ponta da raiz de mudas cultivadas de forma asséptica (A); PLB em
desenvolvimento (B); PLB desenvolvendo raizes durante a conexdo com a
planta materna (C); vitroplanta desenvolvida a partir da raiz da planta méae e
PLB desenvolvendo-se no apice radicular (D). Barras = 1 cm. Chapadéao do Sul
- MS, 2013.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) no Campus de
Chapadéo do Sul.

2.2 Material vegetal

Foram utilizados &pices radiculares de aproximadamente 1,0 cm, obtidos
de plantas de C. paludicolum com 120 dias, com aproximadamente 3 — 4 cm de
altura, obtidas de processo de germinacao assimbidtica e cultivadas in vitro em
meio Knudson (KNUDSON, 1946).

2.3 Tipos e concentragdes dos fitohormoénios

Foi utilizada a formulacdo do meio de cultura Knudson (KNUDSON,
1946) suplementado com 20,0 mg L™ de sacarose e 4,0 mg L™ de Agar. O pH
foi ajustado para 5,8 £ 0,1, em seguida, foi esterilizado a 120°C e 1 atm,
durante 20 minutos. ApOs a autoclavagem, em camera de fluxo laminar os
reguladores de crescimento vegetais filtro estéreis foram adicionados ao meio
de cultura enquanto n&o gelificado.

Os tratamentos consistiram da adicdo em meio de cultura de diferentes
combinacdes de Acido Naftaleno Acético (ANA) e Thidiazuron (TDZ), resultante
das seguintes concentracdes: TDZ (0,0; 0,5 e 1,0 mg L) e ANA (0,0; 0,25 e
0,50 mg LY.

Em seguida com auxilio de um bisturi foram obtidos os &pices
radiculares pelo seccionamento da extremidade radicular, resultando em
segmento terminal de 1,0 cm, os quais foram utilizados como explantes para
micropropagacgao. Estes explantes foram entdo transferidos para os frascos
gue continham o meio de cultura e posteriormente vedados com filme plastico
PVC (Dispafilm do Brasil Ltda). Os frascos foram acondicionados em sala de

crescimento a 27 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas com 28 umol m? s* de
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irradiancia, provenientes de lampadas fluorescentes brancas (40W, Philips,
extra luz do dia).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x3, com quatro repeticdes para cada tratamento, sendo cada
repeticdo representada por uma média de trés explantes em cada frasco. Apos
120 dias foram realizadas as avaliacfes das seguintes variaveis: altura da
parte aérea, numero de raizes, comprimento da maior raiz, ndmero de
brotacdes e porcentagem de sobrevivéncia.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias das avaliacdes obtidas nas diferentes concentracdes dos
fitorreguladores foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se neste trabalho que as concentracdes dos hormdnios
vegetais TDZ e ANA interferiram diretamente na micropropagacao das plantas
de C. paludicolum (Tabela 1), apresentando interacdo significativa entre os
fitorreguladores em todos os parametros analisados.

O comportamento de explantes de C. paludicolum para as variaveis %
de sobrevivéncia, numero de brotacfes, comprimento da parte aérea, nUmero
de raiz e comprimento da maior raiz em funcdo de concentracbes de TDZ e
ANA estéo dispostos na Tabela 2.

Embora tenha ocorrido a interagdo na aplicagdo de ANA e TDZ,
observa-se que a porcentagem de sobrevivéncia de explantes atingiu maiores
valores na concentracéo de 0,0 mg L™ de TDZ quando se utilizou 0,25 ou 0,50
mg L™ de ANA, ou entdo, na auséncia de ANA obteve-se a maior taxa de
sobrevivéncia com 1,0 mg L™ de TDZ. Estes dados ressaltam a importancia da
utiizacdo das citocininas assim como as auxinas em técnicas de
micropropagacdo de orquideas (SMITH e MURASHIGE, 1970;
GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), assim também, Valles e Boxus (1987)
ressaltaram a capacidade das auxinas em reduzir a porcentagem de explantes

necrosados.
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Tabela 1. Quadrado médio (QM) do comprimento da parte aérea (CPA),
namero de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CMR), numero de
brotagbes (NB.) e porcentagem de sobrevivéncia (%S) das vitroplantas de
Cyrtopodium paludicolum Hoehne cultivadas em diferentes combinagbes de
fitohormonios. CPCS/UFMS, Chapadéao do Sul — MS, 2013.

Fonte de L QM

Variagdo CPA NR CMR NB %S
TDZ 2 34444 1336117  11.8611*  884.3611* 1139,5278
ANA 2 16,8611**  67,0278* 7.4444% 33450278  2264,5278*
TDZ*ANA 4 31111 69028 * 3,6111** 572,2778  5940,4861*
Residuo 27  0,4259 22778 0.9444 24,8796 759,0926
Total 35

* Significativa a 5% de probabilidade; ** significativo a 1% de probabilidade.

Para o numero de brotagdes a melhor condicdo de meio foi obtida com
0,25 mg L™* de ANA e 0,50 mg L™ de TDZ, resultando em 55,25 unidades, que
diferiu estatisticamente dos demais (Figura 2 e Tabela 2). Dados opostos aos
obtidos para C. paludicolum foram observados em plantas de Xenikophyton
smeeanum, na qual, as menores concentracdes de TDZ utilizadas (0,009; 0,05;
0,10 mg L™ n&o induziram a formacdo de brotos. Porém, as concentracées
intermediarias de TDZ (1,0; 2,5; 3,0 mg L™) resultaram nas melhores respostas
para formacdo de brotos (MULGUND et al., 2011). A auséncia de resposta
mais contundente para brotacées em C. paludicolum relativo a adicdo isolada
de citocinina exdgena relevou que este ndo é fator determinante na indugéo do
explante a diferenciacdo em brotacdes.

Estes dados ressaltam a ideia de que had um efeito sinérgico entre
auxina e citocinina quanto aos parametros avaliados. Guo et al., (2010)
verificaram em C. paranaense que a utilizacao de auxina ou citocinina de forma
independente promoveu pouca ou quase nenhuma regeneragdo do explante
para novas brotacdes, porém quando utilizado de forma concomitante, os
hormdnios vegetais promoveram maior numero de brotos. Adicionalmente,
Flashland et al (2011) observaram que para apices radiculares de Cyrtopodium
brandonianum a citocinina TDZ ofereceu as melhores respostas para

regeneracdo quando comparada com outras formas de citocininas.
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Observaram ainda para essa espécie a adicdo apenas de citocinina foi
suficiente para que 43% dos explantes diferenciassem em multibrotagoes.
Portanto, a associac¢ao das citocininas com auxinas regula a morfogénese dos
tecidos em cultura, podendo promover diferenciacdes celulares para obtencéo
de brotacbes (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Tabela 2. Resposta de diferentes tratamentos de Thidiazuron (TDZ) quanto ao
namero de brotacdes (NB), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de
raizes (NR), comprimento da maior raiz (CMR) e porcentagem de
sobrevivéncia (%S), em funcdo do aumento das concentracdes de Acido
Naftaleno Acético (ANA) ao meio de cultivo, para micropropagacao de plantas
de Cyrtopodium paludicolum Hoehne. CPCS/UFMS, Chapadédo do Sul — MS,
2013.

Parametros ANAl TDZ (mg L)
(mgL™) 0,00 0,50 1,00
0,00 8,25 Bb 75,25 Aa 91,75 Aa
%S 0,25 91,75 Aa 66,75 Aab 83,50 Aa
0,50 91,75 Aa 25,00 Bb 50,00 ABa
0,00 0,50 Ab 4,75 Ab 1,25 Ab
NB 0,25 33,50 Ba 55,25 Aa 16,75 Ca
0,50 26,75 Aa 11,50 Bb 4,50 Bb
0,00 2,50 Ab 12,50 Ab 2,50 Ab
CPA (mm) 0,25 17,50 Ba 42,50 Aa 22,50 Ba
0,50 15,00 Aa 5,00 Ab 5,00 Ab
0,00 0,25 Aa 1,50 Ab 1,50 Ab
NR 0,25 2,25 Ba 7,25 Aa 4,75 ABa
0,50 0,25 Aa 0,25 Ab 0,50 Ab
0,00 2,50 Ba 27,50 Aa 30,00 Aa
CMR (mm) 0,25 2,50 Ba 32,50 Aa 15,00 Bab
0,50 2,50 Aa 2,50 Ab 10,00 Ab

Para cada parametro de avaliacdo médias seguidas da mesma minuscula letra
na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade.

Da mesma forma que foi observado para numero de brotacbes, a
concentracdo de 0,25 mg L™ de ANA promoveu maior comprimento da parte
aérea, maior niumero de raizes e maior comprimento de raiz. Para comprimento
da maior raiz, também foi obtido resultado favoravel na auséncia de ANA,
quando se aplicou concentrages de 0,50 ou 1,00 mg L™ de TDZ Segundo

Skoog e Miller (1957), a razdo auxina:citocinina regula a morfogénese de
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tecidos em cultura, enquanto que alta razdo auxina:citocinina no meio de
cultura estimula a formacao de raizes, uma baixa razdo leva a formacédo de
parte aéreas, ja em niveis intermediarios, o tecido cresce como calo
indiferenciado.

A auxina, promotora do alongamento celular vegetal, é sintetizada no
apice caulinar e transportada basipetalmente aos tecidos adjacentes, com
frequéncia, quando a fonte endégena de auxina € removida por extirpagdo, o
vegetal tende a responder de forma decisiva a auxina exdgena, aumentando
rapidamente sua taxa de crescimento aos niveis observados na planta intacta
(TAIZ e ZEIGER, 2013).

Figura 2. Micropropagacédo de Cyrtopodium paludicolum Hoehne a partir de
apices radiculares em meio de cultura Knudson na presenca de 0,25 mg L™ de
ANA e 0,50 mg L™ TDZ. Barras = 1 cm. Chapadéo do Sul - MS, 2013.

O &cido indol-3-butirico (AIB), definido como auxina natural, foi favoravel
para a inducdo de nimero de raizes até a concentracdo maxima de 2,00 mg L™
em plantulas de Cyrtopodium Sainttlegerianum assim como ANA até
concentracdes de 4 mg L™ (SILVA et al., 2013). Assim como foi observado em
C. paludicolum, as auxinas tém sido relacionadas ao desenvolvimento de
raizes e varios outros processos de desenvolvimento vegetal, como
desenvolvimento do tecido meristematico (SU et al., 2011), o desenvolvimento
inicial de brotos (MULLER e LEYSER, 2011), e o controle do metabolismo
vegetal (PERNISOVA et al., 2011).
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Os dados obtidos neste trabalho ressaltam o beneficiamento na
utilizagdo da interacdo entre os hormonios vegetais para o desenvolvimento de
vitroplantas de C. paludicolum e corroboram com a conclusdo de Werner et al.
(2001) que ressaltaram a superexpressao de citocininas em alguns vegetais
gerando o aumento do crescimento da raiz primordialmente pelo aumento no
tamanho do meristema apical radicular. Assim, auxinas e citocininas sdo 0s
principais hormonios vegetais envolvidos na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento, principalmente nos processos que determinam a arquitetura
das raizes (BIELACH et al., 2012).

Por fim, ficou evidenciado que provavelmente os niveis enddgenos de
auxina ndo sao suficientes para a determinagdo de competéncia regenerativa
do explante, sendo necessario o fornecimento de auxina exdégena apods a
segmentacdo da porcéo distal da raiz do restante da planta, uma vez que o
fornecimento de auxina endbégena cessou. Portanto, a adicdo de auxina
exdgena no meio de cultivo resultou na obtencdo de brotacbes em maior
namero e frequéncia em ralagéo ao verificado inicialmente nas raizes intactas
(Figura 2).

4. CONCLUSOES

A interacdo entre thidiazuron e acido naftaleno acético interfere na
micropropagacao de Cyrtopodium paludicolum a partir de apices radiculares.

A combinac&o de 0,25 mg L™ de ANA com 0,50 mg L™ de TDZ mostrou-
se a concentracdo recomendada para multiplicagéo in vitro de Cyrtopodium
paludicolum a partir de apices radiculares.
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CAPITULO 4 — ACLIMATIZACAO DE Cyrtopodium paludicolum (HOEHNE).

RESUMO
A técnica de semeadura in vitro de orquideas apresenta alta taxa de

germinacdo das sementes, porém, esse processo tem como desvantagem a
necessidade de um periodo de aclimatizacdo. A aclimatizacéo € definida como
a adaptacéo climatica de um organismo, sendo que neste periodo a planta fica
exposta a varias adversidades. Assim, objetivou-se avaliar a eficiéncia de
diferentes substratos e maneiras de exposicdo hidrica, durante a fase de
aclimatizacdo da orquidea Cyrtopodium paludicolum Hoene. Foram utilizadas
plantas oriundas do cultivo in vitro, nas quais foram testados os seguintes
substratos: 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®; 50% argila + 50%
adubo organico Natropical®; 100% terra vegetal Vitaplan®; 100% argila, os
quais foram submetidos a presenca ou auséncia de lamina de agua na base
dos vasos e irrigacao por aspersao. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial, com duas maneiras de
exposicao hidrica e quatro substratos, com 15 repeti¢cdes. Verificou-se que a
lamina de agua demonstrou-se favoravel em todas as variaveis exceto quando
utilizado o substrato o substrato 100% argila, no entanto na auséncia da lamina
de agua o substrato 100% terra vegetal demonstrou-se inadequado para o
cultivo de mudas de C. paludicolum. Por fim, concluiu-se que os substratos
Plantmax® ou Plantmax® + casca de Pinus sdo os mais indicados; a presenca
da lamina de agua favoreceu o desenvolvimento das mudas, exceto no
substrato com 100% de argila; o substrato com 50% argila + 50% adubo
organico Natropical® foi o que se demonstrou melhor no desenvolvimento
vegetal de C. paludicolum, além de proporcionar as maiores médias de
sobrevivéncia das mudas.

PALAVRAS-CHAVE: Orchidaceae, Argila, Lamina de agua.

CHAPTER 4 - ACCLIMATIZATION OF Cyrtopodium paludicolum
(HOEHNE).

ABSTRACT
The technigue of germination in vitro to orchid has high rate of the seeds

germinated, however, this process has the disadvantage of requiring a period of
acclimatization. Acclimatization is defined as the climate adaptation of an
organism, and in this period the plant is exposed to various adversities. Thus,
we aimed to evaluate the efficiency of different substrates and ways to water
exposure during the phase of acclimatization to orchid Cyrtopodium
paludicolum Hoene. Plants derived from in vitro culture, in which the following
substrates were tested were used: 50% clay + 50% organic fertilizer
Natropical®, 100% Vitaplan® topsoil, 50% clay + 50% Vitaplan® topsoil and
100% clay , which underwent the presence or absence of water depth on the
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basis of vessels and sprinkler irrigation. The experimental design was
completely randomized factorial with two ways to water exposure and four
substrates, with 15 repetitions. It was found that the water slide show favorable
in all variables except when used the substrate 100% clay, however in the
absence of water depth the substrate 100% topsoil showed to be inadequate for
growing seedlings of C. paludicolum. Finally, it was concluded that the
acclimatization on substrates Plantmax® or Plantmax® + pine bark are the
most suitable, the presence of the water depth favored the development of
seedlings, except with the substrate 100% clay, the substrate with 50% clay +
50% organic fertilizer Natropical® was demonstrated to be best in plant
development C. paludicolum, besides providing the highest mean seedling
survival.

KEY WORDS: Orchidaceae, Clay, Water slide.

1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae contém aproximadamente 2.500 espécies no
Brasil, sendo a esta atribuida o crédito de familia mais evoluida e a maior em
ndamero de espécies do reino vegetal. O género Cyrtopodium R. Br.
compreende 39 espécies aceitas no Brasil, entre as quais vale ressaltar a C.
paludicolum Hoehne que € uma espécie terricola, de areas brejosas, podendo
ser encontrada principalmente no Cerrado brasileiro (BARROS et al., 2013).

A maioria das plantas, incluindo as orquideas, pode ser reproduzida por
duas vias: por meio da reproducéo sexuada, decorrente da polinizacdo de uma
flor e da recombinacdo do material genético ou da forma assexuada pela
multiplicacdo vegetativa (COLOMBO et al., 2005). A multiplicacdo das
orquideas por sementes € demorada e apenas 5% das 2,5 milhdes de
sementes produzidas em uma capsula germinam. Assim, a técnica de
semeadura in vitro de orquideas permite acelerar esse processo e elevar a taxa
de germinacdo em até 100%, tornando o processo de multiplicacdo de
orquideas comercialmente viavel (STANCATO e FARIA, 1996). No entanto,
esse processo tem como desvantagem a necessidade de um periodo de
aclimatizagao.

A aclimatizacdo € definida como a adaptacdo climatica de um
organismo, especialmente um vegetal, que ¢é transferido para um novo

ambiente, sendo todo esse processo realizado artificialmente (TOMBOLATO e
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COSTA, 1998), ou seja, esta técnica constitui na retirada das plantas da
condicdo in vitro, transferindo-as para a condicao ex vitro (casa de vegetacao),
controlando os fatores que possam limitar o seu desenvolvimento, como
luminosidade, temperatura, substrato, umidade e nutrientes (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1990; COSTA, 1998). Entretanto, plantas cultivadas in vitro
normalmente apresentam caracteristicas morfofisiologicas diferentes daquelas
gue cresceram diretamente no campo ou em casa de vegetacdo, sendo este
fator responsavel pela baixa taxa de sobrevivéncia ex vitro (PREECE e
SUTTER, 1991). Portanto, esta fase € muito suscetivel, ndo apenas pelo
estresse da planta aclimatada, mas também, pelo risco de infec¢des por fungos
e bactérias que podem se desenvolver (TOMBOLATO e COSTA, 1998).

O estresse hidrico, geralmente € a maior dificuldade encontrada no
processo de aclimatizacdo, podendo uma planta que parece perfeita in vitro
apresentar deficiéncias anatdmicas que podem comprometer a transpiracao,
fazendo com que a mesma perca agua rapidamente (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). Neste periodo também ocorre a mudanca de uma condicao
praticamente heter6trofa, onde o meio de cultura oferece todo suprimento
externo necessario, para uma condicdo autotréfica, precisando realizar a
fotossintese de forma mais eficiente para sobreviver (GEORGE, 1993). Assim,
a planta necessita rapidamente incrementar a absor¢cdo de sais, além do fato
de passar de um ambiente asséptico para um susceptivel ao ataque de
microrganismos patogénicos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Neste contexto, o substrato € a base de uma boa cultura de orquidea,
além de ser o suporte para as plantas, apresenta a incumbéncia de oferecer
qualidades bésicas e indispensaveis, como: consisténcia para suporte, boa
aeracdo das raizes, capacidade de retencdo de agua, pH adequado, entre
outras (SILVA e SILVA, 1997; SILVA, 2000; SOUZA, 2003). Além disso, deve
apresentar um meio com alta estabilidade de estrutura, a fim de evitar a
compactacao, alto teor de fibras resistentes a decomposicéo, e estar livre de
agentes causadores de doencas, de pragas e propagulos de ervas daninhas
(KAMPF, 2000).

Aléem dos substratos de origem vegetal, tais como esfagno, fibra de
coco, casca de pinus, xaxim e piagava, ha os de origem mineral, como pedra

brita, argila expandida rigida, vermiculita, carvao vegetal, tijolo e os sintéticos,
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como isopor (poliestireno expansivel) e espuma fendlica, os quais sé&o
utilizados principalmente como suporte para as plantas (DEMATTE e
DEMATTE, 1996; KAMPF, 2000). Portanto, a diversidade de substratos é
abundante, mas seu éxito depende da espécie e do tipo de ambiente onde se
pretende cultiva-la. Em estufas, onde a umidade e a temperatura sao
controladas, o substrato ndo influencia tanto o desenvolvimento vegetativo
guanto em ripados ou telados, os quais nédo se tém o controle desses fatores,
assim o crescimento da planta depende do tipo de substrato utilizado (COOKE,
1999; RODRIGUES, 2001),

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de diferentes substratos
e maneiras de exposicdo hidrica, durante a fase de aclimatizagdo da orquidea
Cyrtopodium paludicolum Hoene.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia e na Casa
de Vegetacao da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, em Chapadéo
do Sul - MS. As plantas foram obtidas por semeadura in vitro, a partir de
capsulas, obtidas de plantas adultas de C. paludicolum.

2.2 Material vegetal

As mudas com 4 meses ap0s a semeadura, apresentavam a altura
média da parte aérea com 3,0 £ 0,5 cm e um bom desenvolvimento radicular,

guando foram transplantadas.

2.3 Condic¢Oes de aclimatizacao

A fim de eliminar o meio de cultura aderido as raizes, as mudas foram
lavadas em agua corrente e posteriormente transplantadas em vasos plasticos
com 10,2 cm de didametro, 7,8 cm de altura, volume de 0,415 dm?® e com 5 furos

no fundo, sendo transplantado 1 muda por vaso. Os quatro substratos
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avaliados foram: 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®, 50% argila +
50% adubo orgénico Natropical®, 100% terra vegetal Vitaplan® e 100% argila.
Para medida das proporc¢des utilizou-se da balanca analitica Mark 500®.

Os vasos apos o transplantio foram acondicionados em duas maneiras
de exposicdo hidrica: na presenca de lamina de 4gua ou na auséncia. A lamina
de agua presente em metade dos tratamentos estava relacionada a uma
bandeja de 40,0 cm de largura por 60,0 de comprimento e com
aproximadamente 7,2 dm® de agua constantemente, formando assim uma
lamina de agua e dentro de cada bandeja eram armazenados 10 vasos.

ApoGs o transplantio, os vasos foram mantidos em casa de vegetagéo
com 70% sombreamento, sendo 0s substratos irrigados por aspersao trés
vezes por dia e recebendo aplicacbes quinzenais do adubo foliar NPK
(10:10:10) na concentragéo de 5,0 g L™.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4x2, com duas maneiras de exposicdo hidrica e quatro
substratos, cada tratamento composto por 15 repeticGes e cada repeticdo
representado por um vaso com uma planta. Apés 90 dias foram avaliados taxa
de sobrevivéncia, numero de folhas, comprimento da parte aérea, nimero de
raizes, comprimento da maior raiz e numero de brotacdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de lamina de agua favoreceu a sobrevivéncia de C.
paludicolum em todos os substratos, entretanto, apenas no substrato 100%
terra vegetal Vitaplan® houve diferenca estatistica para a auséncia de lamina
de agua, mas mesmo na presenca de lamina de agua nesse substrato, a
sobrevivéncia foi de apenas 53,33% das mudas (Figura 1 e Tabela 1).

Em relacdo aos substratos, as maiores taxas de sobrevivéncia foram
obtidas com 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan® e com 50% argila +
50% adubo organico Natropical®, independente da lamina de agua.
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Figura 1. Aclimatizacdo de Cyrtopodium paludicolum Hoehne na presenca de
lamina de agua (A) ou na auséncia (B). CPCS/UFMS, Chapadéao do Sul — MS,
2013.

Um fator chave para a sobrevivéncia das plantas na fase de
aclimatizacdo € a manutencéo da alta umidade do substrato (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1990).

A presenca de substratos que garantam o equilibrio entre
desenvolvimento do sistema radicular, que é fundamental para a manutencao
da planta como um todo, juntamente com a parte aérea que é essencial em
plantas ornamentais, determinou interesse neste experimento. Assim, para
variavel nimero de raiz, quando na presenca da lamina de agua, ndo houve
diferencas estatisticas entre os substratos, porém quando na auséncia da
lamina de &gua o substrato com 100% terra vegetal Vitaplan® resultou em
100% de mortalidade das plantas, demonstrando-se inadequado para o cultivo
da espécie (Tabela 1).

Entre as maneiras de exposi¢ao hidrica, ndo houve diferenca estatistica
entre os substratos, exceto para o substrato com 100% terra vegetal Vitaplan®
gue apresentou melhoria no desenvolvimento vegetal quando exposto a lamina
de agua permanente, formando em média 4,13 raizes por planta. Durante a
fase de aclimatizagdo, a formagéo de raizes funcionais € considerada o fator
primordial em relagdo ao desenvolvimento da parte aérea, uma vez que sdo as
raizes que garantirdo a nutricdo e, consequentemente, a sobrevivéncia das
plantas (COLOMBO et al., 2005).
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Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia referente a diferentes substratos
guando na auséncia ou presenca de lamina de agua na fase de aclimatizacao
de plantas de Cyrtopodium paludicolum Hoehne. CPCS/UFMS, Chapadao do
Sul — MS, 2013.

Substratos
Lamina 50% argila + 50% argila + 100% terra 100% argila
de 4gua 50% de terra 50% adubo vegetal
vegetal organico Vitaplan®
Vitaplan® Natropical®
Presenca 100,00 Aa 100,00 Aa 53,33 Ba 73,33 ABa
Auséncia 86,67 ABa 93,33 Aa 0,00 Ch 60,00 Ba

Médias seguidas da mesma letra, minlsculas na vertical e mailscula na
horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Para o comprimento das raizes observou-se na presenca da lamina de
agua, o substrato 50% argila + 50% adubo organico Natropical® apresentou
maior média (61,13mm) diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. O
hamus de minhoca presente no adubo organico €, em média, 70% mais rico
em nutrientes que o0s hdamus convencionais, além de ser rico em
microrganismos, com pH neutro proporciona alta retencdo de agua (LONGO,
1987; AQUINO et al., 1992).

J& na auséncia da lamina de 4gua, apenas o substrato com 100% terra
vegetal Vitaplan® diferiu dos demais tratamentos, por ndo apresentar
desenvolvimento das mudas (Tabela 2). A exposicdo da lamina de 4gua para
as mudas de C. paludicolum proporcionou efeito benéfico nos substratos com
100% terra vegetal Vitaplan® e 50% argila + 50% adubo orgénico Natropical®,
apresentando crescimento radicular de 38,93 mm e 61,13 mm
respectivamente, porém, quando utilizado 100% de argila como substrato a
irrigacao por aspersao apresentou 41,27 mm enquanto que na lamina de agua
o crescimento foi de 24,40 mm.

A presenca da lamina de 4gua proporcionou diferenca estatistica quanto
ao numero de folhas, observou-se maior média (4,47) quando as mudas foram

transplantadas no substrato com 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®,
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porém nao diferiu estatisticamente do substrato com 50% argila + 50% adubo
organico Natropical® e com o substrato de 100% terra vegetal Vitaplan®.
Quando observado os substratos expostos apenas a irrigagao observou-se que
apenas o substrato 100% terra vegetal Vitaplan® diferiu dos demais por ndo
apresentar desenvolvimento nas mudas (Tabela 2).

Solos argilosos com textura mais fina retém agua em maior quantidade
que os solos de textura arenosa, devido a maior area superficial e a poros
menores entre particulas (TAIZ e ZEIGER, 1991). Assim, a retencdo de agua
obtida nos substratos com altos percentuais de argila proporcionaram melhor
desenvolvimento, provavelmente, por se assemelharem as caracteristicas dos
locais onde as plantas de C. paludicolum sdo nativas, ou seja, em areas
brejosas.

Quando observados os diferentes meios de exposicdo hidrica, para
variavel namero de folhas, verificou-se que a lamina de &gua interferiu
positivamente nos tratamentos com substratos de 100% terra vegetal Vitaplan®
e com 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®, apresentando a média de
4,47 e 3,93 folhas respectivamente.

Para varidvel comprimento da parte aérea a maior média observada foi
de 111,53 mm, quando as mudas foram aclimatadas em lamina de agua no
substrato com 50% argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®, porém este diferiu
estatisticamente apenas do substrato com 100% de argila (Tabela 2). Quando
as mudas foram submetidas apenas ao sistema de irrigacéo verificou-se que o
substrato com 50% argila + 50% adubo organico Natropical® apresentou maior
média (115,40 mm), no entanto, ndo diferiu do tratamento com 100% de argila.
Segundo Assis (2003), o pseudobulbo exerce um importante papel na
demanda energética da planta, uma vez que armazena agua e carboidratos.

Quanto a exposicdo hidrica a lamina de &agua foi favoravel para o
crescimento caulinar nos tratamentos com 100% terra vegetal Vitaplan® e 50%
argila + 50% de terra vegetal Vitaplan®, portanto ndo apresentou 0 mesmo
efeito quando o substrato era 100% argila, no qual a irrigagcdo por aspersdo

apresentou média de 98,67 mm diferindo estatisticamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios dos parametros de numero de raiz (NR),
comprimento da maior raiz (CMR), numero de folhas (NF) e comprimento da
parte aérea (CPA) referentes a plantas de Cyrtopodium paludicolum Hoehne
aclimatizadas em diferentes substratos — EH - (Presenca de lamina de agua —
PLA; Auséncia de lamina de 4gua — ALA). CPCS/UFMS, Chapadao do Sul —
MS, 2013.

Parametros EH Substratos
50% il ) 100% t 100%
+ 5c())<;rgc:ea 50% argila + ve 0etzrlra ar ilaclJ
0 50% adubo . g g
terra A Vitaplan®
vegetal organico
. Natropical®
Vitaplan® atropica
PLA 4,40 Aa 4,20 Aa 4,13 Aa 3,80 Aa
NR
ALA 4,93 Aa 4,60 Aa 0,00 Bb 3,93 Aa
PLA 46,80 Ba 61,13 Aa 38,93 Ba 24,40 Cb
CMR (mm)
ALA 37,13 Aa 43,40 Ab 0,00 Bb 41,27 Aa
PLA 4 47 Aa 3,93 ABa 3,93 ABa 3,33 Ba
NF
ALA 3,47 Ab 3,80 Aa 0,00 Bb 3,27 Aa
PLA 111,53 Aa 99,47 Aa 90,00 ABa 67,73 Bb
CPA (mm)
ALA 80,53 Bb 115,40 Aa 0,00Cb 98,67 ABa

Médias seguidas da mesma letra, mindsculas na vertical e mailusculas na
horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

A possivel explicacdo para o efeito negativo no alongamento da parte
aérea assim como o alongamento do sistema radicular no substrato com 100%
de argila quando em lamina de agua, provavelmente pode estar relacionado a
saturacdo hidrica do substrato, assim impedindo a penetragdo de gases no
solo, consequentemente sem aeracdo a planta apresentou resultados que

demonstram-se como prejudiciais no seu desenvolvimento.
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4. CONCLUSOES

A presenca da lamina de 4gua favoreceu o desenvolvimento das mudas,
exceto no substrato com 100% de argila.

O substrato com 50% argila + 50% adubo organico Natropical® foi o que
demonstrou resultados mais favoraveis no desenvolvimento vegetal de C.
paludicolum durante o periodo de aclimatizacédo, independente da maneira de
exposicao hidrica, além de proporcionar as maiores médias de sobrevivéncia

das mudas.
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