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RESUMO

MODESTO, Desirée K Candido. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Cultivo in vitro de Catasetum rooseveltianum Hoehne.
Professor Orientador: Dr°. Cid Naudi Silva Campos.

O cultivo in vitro de orquideas € utilizada para a conservagao de espécies e
producdo de plantas comercialmente importantes, porém ha exigéncias especificas
para atender as necessidades de cada espécie. O objetivo do trabalho foi determinar
um protocolo para obtencdo de mudas de Catasetum rooseveltianum Hoehne pelo
uso das técnicas de cultivo in vitro. Foram utilizados fragmentos radiculares e dois
fitorreguladores: acido 1-naftaleno acético (ANA) e thidiazuron (TDZ) nas
concentragdes: ANA (0,00; 0,25 e 0,5 mg L-1) e TDZ (0,00; 0,5 e 1,0 mg L-1), em
meio de cultura Knudson. Os explantes foram seccionados e permaneceram durante
90 dias em meio de cultura. Apds, foram avaliados numero de brotos, folhas e raizes
do maior broto e numero de calos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado em esquema fatorial 3x3, com cinco repetigcdes. Quanto ao alongamento
dos brotos de C. rooseveltianum foram testados em meio de cultura Knudson doses
de GA; (0,00; 3,00; 6,00; 9,00 mg L™). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e cinco repetigdes. Apoés 60 dias foram
avaliados os parametros: comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, numero
de raizes e massa fresca de brotos. A variavel numero de brotos a presenga de TDZ
foi determinante quando o meio foi acrescido de 0,50 mg L™ de TDZ isolado sendo
recomendada para indugcdo de brotos de C. rooseveltianum Hoehne. Para
comprimento da parte aérea, numero de raizes, nao houve efeito entre as doses de
GAs3. Para o comprimento da raiz e massa fresca de brotos as doses de GA3; foram
significativas, sendo que a auséncia desse fitorregulador proporcionou o melhor
resultado nestas variaveis. Sendo assim uso de GAj contribui negativamente para o
alongamento de brotacbes in vitro de C. rooseveltinum Hoehne, tornando
desnecessario a utilizagao deste fitorregulador na produgao de mudas.

PALAVRAS-CHAVE: Fitorreguladores, In vitro, Orchidaceae.



ABSTRACT

MODESTO, Desirée K Candido. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Cultivo in vitro de Catasetum rooseveltianum Hoehne

Author: Desirée K Candido Modesto.

Adviser: Dr. Cid Naudi Silva Campos.

The In vitro cultivation of orchids is used for species conservation and production of
commercially important plants, but there are specific requirements to meet the needs
of each species. The objective of this work is to determine the protocol for obtaining
seedlings of Catasetum rooseveltianum Hoehne by the use of in vitro cultivation
techniques. Root fragments and two phytoregulators were used: 1-naphthalene
acetic acid (ANA) and thidiazuron (TDZ) at concentrations: ANA (0.00, 0.25 and 0.50
mg L-1) and TDZ (0.00, 0.5 and 1.00 mg L-1) in Knudson culture medium. The
explants were sectioned and remained for 90 days in culture medium. After, there
were managerial races, leaves and roots of the big bud and number of calli. The
experimental design was entirely random in a 3x3 factorial scheme, with five
replications. As for the elongation of C. rooseveltianum shoots were tested in
Knudson culture medium doses of GAs; (0.00, 3.00, 6.00, 9.00 mg L™). The
experimental design was completely randomized with four treatments and five
replicates. After 60 days of aviation, the root radius, root number and fresh mass of
shoots. A variable number of shoots was the presence of TDZ to determine when the
medium was supplemented with 0.50 mg L™ of TDZ alone by recommendation for
induction of C. rooseveltianum Hoehne shoots. Parameter of aerial part, number of
roots, there was no effect as doses of GAs. According to GA; doses were significant,
and the absence of the phytoregulator provided the best result in these variables.
Therefore, use of GA3 contributes negatively to the monitoring of in vitro shoots of C.
rooseveltinum Hoehne, making it unnecessary to use the phytorregulator in the
production of seedlings.

KEY-WORDS: Phytorregulators, In vitro, Orchidaceae.
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1 INTRODUGAO

As orquideas pertencem a familia das orquidaceas, conhecida como uma das
familias botanicas mais numerosas (BELLAVER et al., 2015). Possuem maior
diversidade em regides tropicais sendo que o Brasil se destaca por apresentar
12,05% da flora mundial de Orchidaceae, dos quais se desenvolvem em
determinadas areas geograficas (RECH et al., 2011).

Dentre todas as espécies vale ressaltar a Catasetum rooseveltianum Hoehne,
€ encontrada em regides do Norte (Rondénia) e Centro-Oeste (Mato Grosso), onde
ha vegetacdes do tipo floresta ciliar ou galeria, floresta e campo de varzea, palmeiral
e area antropica (BARROS et al. 2015). Devido a intensa expansao agricola e
extrativismo predatério dessas regides as orchidaceae vem sofrendo risco de
extingdo (MELO et al., 2015).

A familia das orquidaceas possui um grande potencial econdbmico e
ornamental, tornando onerosa a multiplicagdo em grandes quantidades para a
comercializagdo. Contudo em seu habitat natural seu desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo é lento sendo inviavel economicamente sua produgéo.

O cultivo in vitro em meio nutritivo, utilizando a técnica de cultura de tecidos,
permite acelerar esse processo e elevar a taxa de germinagao, tornando o processo
de multiplicagdo in vitro de orquideas viavel (FARIA et al., 2006). Esta técnica
apresenta vantagens sobre os métodos convencionais de propagag¢ao, como a
multiplicagdo rapida e fitossanitaria suprindo a demanda do mercado e ainda
minimizando as coletas predatorias de orquideas (CHAPLA et al., 2009).

Diante do exposto, espera —se obter uma multiplicacéo rapida e fitossanitaria
de mudas de Catasetum rooseveltianum Hoehne, com o objetivo de determinar um
protocolo de micropropagacgao, permitindo a produgao de plantas para o uso de

programas de conservagao e para exploracédo comercial.

2 REVISAO DE LITERATURA
A familia das Orchidaceae é originaria da Malasia (GARAY, 1972) e possui
em torno de 25.000 espécies e 850 géneros sendo consideradas umas das maiores

familias, entre as monocotiledéneas. Sua distribuicdo é cosmopolita, embora seja



mais abundante e diversificada em florestas tropicais, especialmente da Asia e das
Américas (DRESSLER 1993, 2005).

As orquideas sao plantas denominadas perenes e habitam diferentes meios
podendo ser terricolas, rupestres, epifitas ou sapréfitas quando desprovidas de
clorofila, s&o rizomatosas ou caulescentes com crescimento simpodial ou
monopodial (SOUZA; LORENZI, 2005).

Esta familia apresenta os mais complexos e integrantes mecanismo de
polinizagado ja conhecidos, sendo suas flores polinizadas por diversos grupos de
insetos e aves. O principal polinizador sdo as abelhas (Hymenoptera), responsavel
por 60% da polinizacdo dessas espécies do qual tem sido indicada como
caracteristica basal nas familias das orchidaceae (VANDER; DODSON 1966;
DRESSLER 1981).

Segundo (HOEHNE, 1949), as orquideas possuem o maior potencial
ornamental, devido apresentarem flores de diversos tamanhos e dispostas em
grandes inflorescéncias. Além do aspecto ornamental, alguns géneros fornecem
produtos alimenticios, como a baunilha (espécie do género Vanilla), medicinais e
outros produtos utilizados na industria.

No Brasil e no mundo o cultivo e o comércio de orquidaceas tém sido
alicergados em praticas de extrativismo predatério devido a essas diversas utilidades
e sua grande variabilidade genética. Com a constante depredacao e destruicdo de
seus habitats, que cada dia se torna mais restrito com o avango da agricultura e o
processo continuo de urbanizagcdo (CAEDOSO; ISRAEL 2005), a CIETES
(convencao Internacional sobre o Comércio de Espécies da Flora e Fauna Selvagem
em Perigo de Extingao) inclui todos os géneros de orquidaceas (ROBERTS; DIXON,
2008) em extingao.

Nos ultimos anos o Brasil aumentou a producéo de flores atingindo assim uma
importancia significativa no mercado internacional, sendo que a produgéao in vitro foi
essencial para produzir plantas com maior qualidade e valor comercial (MATA-
ROSAS et al., 2011). A exportagdo dessas plantas é regulamentada pelo IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente dos Recursos Naturais Renovaveis).



2.1 Catasetum rooseveltianum Hoehne

Entre as mais variadas espécies de orquideas destaca—se a Catasetum
rooseveltianum que pertence ao género Catasetum da subtribo Epidendroide das
quais se desenvolvem em areas tropicas das Américas do Sul e Central (MORAES
et al., 2011). Sdo espécies de maioria epifita do qual crescem na parte superior dos
troncos, sendo também uma pequena parte rupicula, crescendo sobre formacdes
rochosas (HOEHNE, 1938).

Segundo (HOEHNEL, 1946), a espécie C. rooseveltianum é classifica como
uma erva epifita robusta, possui pseudobulbos eretos ou arqueados, delgados de 20
a 30 cm de altura, inflorescéncia é de forma racemosa, basal, ereta e rija, possuindo
de 3 a 8 flores na extremidade terminal, suas flores sdo dimorfas e apresentam um
dos mais impressionantes sistemas de polinizagao ja estudado.

Esta espécie ndo € endémica do Brasil, sendo encontras em regides do Norte
(Rondénia) e Centro-Oeste (Mato Grosso), onde ha vegetag¢des do tipo floresta ciliar
ou galeria, floresta e campo de varzea, palmeiral e area antropica (BARROS et al.,
2015). No entanto, um exemplar dessa espécie do tipo epifita foi coletado no
municipio de Costa Rica, no Estado de Mato Grosso do Sul, sobre bacuri (Scheelea
phalerata (Mart.) Burret), em regides de cerrado (PAIVA NETO et al., 2015).

2.2 Cultivo in vitro das orquidaceas

As orquidaceas incluindo a do género Catasetum apresentam um processo de
desenvolvimento muito lento no seu habitat, levando também as espécies desse
género a uma rapida extingdo. Segundo (FARIA et al., 2006), o cultivo in vitro se
torna uma técnica de multiplicagdo viavel, acelerando o processo de propagacgao
permitindo produzir mudas de qualidade, em grandes quantidades para a
comercializacio e a inclusao delas em seus habitats naturais.

Esta técnica vem sendo utilizada a mais de 30 anos no Brasil afim de
aumentar a produgao dessas mudas e em especial reduzir o custo (STANCATO et
al., 2001). No pais existem cerca de 36 laboratérios particulares de propagacgéao
clonal de plantas ornamentais, dos quais apenas onze tem orquideas como as
principais espécies cultivadas. A maior parte dos laboratorios existentes sao
particulares ou estdo conveniados a empresas privadas, com isso varios protocolos

de propagacao in vitro séo restritas as tais empresas (TOMBOLATO; COSTA, 1998)



A producdo em larga escala de espécies raras e hibridos da familia das
orchidaceae, utilizando a técnica de cultivo tem contribuido para que as orquideas
estejam entre as dez principais flores de corte do mundo (CHUGH; GUHA; RAO,
2009). Estas técnicas de cultivo sdo capazes de proporcionar a germinagao, e ainda
possibilitam o crescimento e o desenvolvimento de orquideas cultivadas (SANTOS
et al., 2006; SOARES et al., 2013).

Segundo (CALDAS et al., 1998), no cultivo in vitro o meio deve conter todas
as fontes de micro e macro nutrientes, vitaminas, fitorrequladores, além de fontes de
carbono e oxigénio para que a planta possa desenvolver como se estivesse em
condicdes naturais.

Atualmente, os meios utilizados sdo baseados nas modificagées empiricas de
algumas formulagbes basicas e nas exigéncias nutricionais de plantas inteiras
(KANASHIMIRO, 2007). Com isso os compostos adicionados aos meios de cultivo
suprem as necessidades energéticas, metabdlicas e estruturais da célula, uma vez
gue as mesmas vias bioquimicas basicas que atuam nas plantas permanecem nos
tecidos in vitro (STANCATO et al., 2008). Entretanto, as proporgdes consideradas
ideias variam exatamente entre os genoétipos das plantas e sistema de cultura
(WILLIANS 1993).

2.2.1 Fitorreguladores

Para o desenvolvimento de protocolos de multiplicagao in vitro de orquideas,
€ necessario o conhecimento das fung¢des dos reguladores de crescimento pois ele
pode promover, inibir ou modificar os processos fisiologicos dependendo das suas
concentragdes (KYTE; KLEYN, 2010).

A escolha dos fitorreguladores a serem utilizados na cultura in vitro € de
extrema importancia, pois dependera do tipo de morfogénese desejada, durante o
periodo da cultura e da possivel interagdo entre os fitorreguladores endoégenos e
aqueles adicionados ao meio (SANTOS, 2003).

Os fitorreguladores vegetal sdo classificados em cinco grupos: auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno e inibidores. Os fitorreguladores de crescimento mais
utilizados sdo auxinas, citocininas e giberelinas (CARVALHO; SILVA; MEDEIROS,
2006). As auxinas tém sido relacionadas a varios processos de



desenvolvimento vegetal, como o desenvolvimento inicial de brotos e raizes
(MULLER; LEYSER, 2011), desenvolvimento do tecido meristematico (SU et al.,
2011) e o controle do metabolismo vegetal (PERNISOVA et al., 2011), as mais
utilizadas no cultivo in vitro, sdo: acido indol-3-acético (IAA), acido indol-3-butirico
(IBA), acido a-naftalenoacético (NAA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D)
(CARVALHO, 1999). Segundo (RAHMAN, 2013) as auxinas desempenham papel
central e interage com varios horménios na regulagdo, crescimento e
desenvolvimento das plantas.

As citocininas estimulam a divisdo celular e em concentragdes elevadas
induzem a formagéo de brotos adventicios e inibem a formag&o de raizes; as mais
frequentes, sdo: kinetina (KIN), zeatina (citocinina natural), 6- bencilaminopurina
(BAP ou BA) e thidiazuron (TDZ) (CARVALHO, 1999).

O TDZ foi originalmente desenvolvido para ser utilizado como desfolhante do
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.). Essa substdncia tem mostrado efeito
semelhante aos das citocininas, quando aplicado em concentragbes muito reduzidas
(SOUZA et al., 1998).

Em varios casos, o TDZ tem apresentado resultados superiores em relagao as
outras citocininas na indugdo e multiplicagdo de brotos de varias espécies. Segundo
Malik e Saxena (1992), entre as varias citocininas ou compostos com atividade tipo
citocinina testados, o TDZ foi o mais efetivo na indugao de formacgao de brotos em
cultura de sementes de ervilha (Pisum sativum L.).

As giberelinas induzem o crescimento dos entren0s e dos meristemas ou
gemas in vitro; podem romper a dorméncia de embrides isolados ou gemas e inibir a
formacgao de brotos ou raizes adventicias. Dentre as giberelinas, o acido giberélico
(GA3) é o mais empregado (CARVALHO, 1999).

E conhecido o tratamento com este horménio no alongamento celular de
entrends em diversas espécies, especialmente em plantas geneticamente anas ou
em rosetas. Associada ao expressivo alongamento do caule ocorre a redugcédo de
sua espessura, além de producéao de filhas menores e mais clara (TAIZ e ZEIGNER,
2013).

Sendo assim, € necessario cuidado na concentragdo e na composicdo de
fitorreguladores no meio cultura, pois estes podem ser elementos determinantes

para a germinagdo e desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de



tecidos, assim como os meios nutritivos que se baseiam nas exigéncias das plantas
quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacbes para atender as

necessidades especificas in vitro (CALDAS et al., 1998).

2.2.2 Micropropagacao

Segundo (STANCATO et al.,, 2001), o Brasil possui todas as condigdes
favoraveis para o desenvolvimento da orquidofilia com fins comercias, estando em
uma posigdo geografica privilegiada, que permite o cultivo de orquideas
interessantes a floricultura, no entanto falta tecnologia para o pais competir no
mercado externo.

A cultura de tecidos in vitro permite o crescimento e multiplicagdo de células,
tecidos, 6rgaos ou partes de 6rgdos de uma planta, sobre um meio nutritivo e em
condigbes asseépticas e ambientais (iluminagdo e temperatura) controladas,
baseando — se no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou seja, na
capacidade de produzir 6rgdos (organogénese) ou embrides que originardo uma
planta inteira (embriogénese somatica) em um meio de cultivo favoravel
(CARVALHO, 1996).

No entanto, a regeneragao de plantas a partir de apices radiculares e folhas
jovens estdo sendo muito utilizadas, pois essas regides meristematicas possuem
uma alta capacidade de induzir a formacao de calos e estruturas semelhantes a

“*

protocormos ou protocormodides (originalmente chamados de protocorm-like-
bidies”) permitindo a produgdo de larga escala de plantas superiores (CHEN;
CHANG 2002; KERBAY, 2004).

Devido a capacidade desses tecidos vegetais cultivados in vitro para formar
gemas, raizes ou embrides somaticos, tem despertado a atencao de pesquisadores
em virtude de sua grande implicagdo pratica e importédncia para o avango dos
conhecimentos nas areas de fisiologia, bioquimica e genética de plantas (KERBAY,
2004).

Diversos reguladores de crescimentos sao utilizados em técnicas de
micropropagacao de orquideas, assim como variadas concentragbes. As auxinas e
citocininas sdo as mais empregadas nas técnicas de micropropagacéo, mostrando
bons resultados na indugéo para a diferenciagcdo em brotagbes (HU; WANG, 1983;

GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Entre o grupo das auxinas, o acido 1-



naftaleno acético (ANA) € o mais recomendado na micropropagacao de apices
radiculares (CHUGH; GUHA; RAO, 2009) e dentre as giberelinas, o acido giberélico
(GA3), além de favorecer o alongamento de parte aérea, possui a capacidade de

reduzir a porcentagem de explantes necrosados (VALLES; BOXUS, 1987).

Mesmo com o meio empregado e das condigdes de desenvolvimento e
crescimento, os resultados do cultivo in vitro de apice radiculares sofrem influéncia
do gendtipo. Sendo assim, € observado resultados diferentes tanto no cultivo in vitro
de diferentes espécies, como no de diferentes variedades de uma mesma espécie
(CASTRO; ANDRADE, 1995).
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CAPITULO 1- MICROPROPAGACAO IN VITRO Catasetum rooseveltianum
(HOEHNE) APARTIR DE EXPLANTES RADICULARES.

RESUMO

O potencial de regenerativo das raizes da familia das orchidaceae cultivadas in vitro
depende em grande parte do nivel e tipo de fitorregulador. Objetivou-se determinar
um protocolo para obtencdo de mudas de Catasetum rooseveltianum Hoehne pela
técnica de propagacgao in vitro com fragmentos radiculares. Foram utilizados dois
fitorreguladores, &cido 1-naftaleno acético (ANA) e thidiazuron (TDZ) nas
concentragdes: ANA (0,00; 0,25 e 0,5 mg L") e TDZ (0,00; 0,5 e 1,0 mg L), em
meio Knudson. Os explantes foram seccionados e permaneceram durante 90 dias
em meio de cultura. Apos foram avaliados numero de brotos, folhas e raizes do
maior broto e calogénese. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3x3, com cinco repeticdes. Para numero de brotos a presenca
de TDZ foi determinante quando o meio foi acrescido de 0,50 mg L™ de TDZ isolado.
Para numero de folhas o melhor resultado foi na auséncia de ANA e TDZ. Em
relacdo ao numero de raizes a concentragdo de 0,25 mg L' de ANA demostrou
melhor resultado. A concentracdo de 0,50 mg L™ de TDZ isolado mostrou —se
recomendada para a indugao de brotos de C. rooseltianum Hoehne.

PALAVRAS- CHAVE: Acido 1-Naftaleno Acético, Orchidaceae, Thidiazuron.

CHAPTER 1- MICROPROPAGATION IN VITRO Catasetum rooseveltianum
(HOEHNE) APPEARING OF RADICULAR EXPLANATIONS.

ABSTRACT

The regenerative potential of the roots of the in vitro orchid family depends on the
great part of the control and the type of phytogulator. The goal of this project is to
determine a protocol to obtain seedlings of Catasetum rooseveltianum Hoehne by
the technique of propagation in vitro with root fragments.Were used two
phytoregulators, naphthalene acetic acid (NAA) e thidiazuron (TDZ) in the
concentrations : NAA (0,00; 0,25 e 0,5 mg L") e TDZ (0,00; 0,5 e 1,0 mg L™,
through Knudson. The exemplarys were selected and remained for 90 days in culture
medium. After were evaluated the numbers of sprout, leaves and roots of the biggest
sprout and calogenesis. The experimental desing was on factorial scheme 3x3, with
five repetitions. The number of shoots in the presence of TDZ was determinated
when the environment was add 0,50 mg L™ of TDZ isolated. For the numbers of
leaves the best result was in the absence of NAA E TDZ. The Number of roots with
the concentration of 0,25 mg L™ de NAA showed better resolts. The concentration of
0,50 mg L™ de TDZ isolated showed recommended for the induction of shoots de C.
rooseltianum Hoehne.

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

O género Catasetum pertence a subtribo das Epidendroideae (Orchidaceae)
que apresentam desenvolvimento em areas tropicais da América do Sul e Central
(MORAES et al., 2011), possui alta valorizagdo em termos comerciais, devido ao
interesse de inumeros colecionadores, como orquidélogos (MELO et al., 2015).

Pelo fato de apresentarem processo de desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo muito lento, o cultivo in vitro se torna técnica de multiplicagéo viavel, pois
segundo (FARIA et al. 2006), esta técnica de cultura de tecidos permite acelerar o
processo de propagacdo. O que consequentemente proporciona a multiplicagdo em
grandes quantidades para a comercializagdo de mudas e sua inclusdo no meio
ambiente.

Nos ultimos anos, a micropropagacdo de orquideas vem apresentando
resultados satisfatérios, entretanto a dificuldade de induzir a formag¢ao de corpos
semelhantes a protocormos (“protocorms-like body” - PLB) e a variagdo somaclonal
devido ao numero limitado de meristemas, tém restringido a escolha de explantes
(CHUGH; GUHA; RAO, 2009). Apesar de indugdes de PLBs a partir de tecidos
radiculares ndo serem comumente utilizadas, alguns autores obtiveram resultados
promissores quanto a sua utilizagdo em orquideas, como (PERES; KERBAUY
(1999) e Fritsche (2012).

Isto, segundo (FRITSCHE, 2012) se deve ao fato de que, a obtengao de PLBs
a partir de explantes radiculares, apresenta maior quantidade de material disponivel
para inoculagdo quando este é comparado as gemas da parte area, sendo que, 0
dano causado a planta matriz também é reduzido consideravelmente, o que torna
seu emprego altamente desejavel.

De acordo com (MORAES et al., 2011), o tecido meristematico radicular da
Catasetum rooseveltianum Hoehne possui grande capacidade de multiplicagao e
especializagdo das células em meristemas caulinares quando isoladas e colocadas
in vitro. Com esta caracteristica, a espécie C. rooseveltianum Hoehne pode
apresentar a capacidade de induzir PLBs a partir do tecido radicular.

Na técnica de micropropagacao sao utilizados varios tipos de fitorreguladores,
assim como suas concentragdes. Na maioria dos casos utilizam principalmente,

auxina e citocinina, as quais sdo essenciais para indugdo, crescimento e
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morfogénese de células in vitro (CHAPLA et al., 2009), por exercerem controle no
ciclo celular (RODRIGUES, 2007).

As auxinas possuem maior efetividade na promogdo de enraizamento,
podendo ser utilizada isoladamente ou combinadas no processo de indugdo de
raizes. As principais auxinas utilizadas sdo o acido indol 3- butirico (AIB), o acido
naftaleno acético (ANA), o acido indol acético (AlA) e o acido diclorofendxiacético
(2,4-D) (ALVARENGA et.al, 1983).

Enquanto as citocininas estimulam a divisdo celular e em concentragdes
elevadas induzem a formacéo de brotos adventicios e inibem a formagao de raizes.
O thidiazuron (TDZ) é uma das citocininas que vem sendo mais utilizado, devido a
sua aplicagao in vitro produzir uma taxa elevada de brotos.

As interacdes entre as auxinas e as citocininas sdo consideradas as mais
importantes para o controle do crescimento e desenvolvimento organizados dos
vegetais (SKOOG; MOLEIRO, 1957, GASPAR et al., 1996). Davies (2004) observou
que as citocininas tem um grande potencial na indugdo da divisdo celular, em
conjunto com as auxinas.

Sabe que a aplicagdo de fitorreguladores afeta os niveis de hormdnios
enddégenos (BERTELL; ELIANSSON, 1992; ETIENNE et al., 1993; RIBNICKY et al.,
1996), que deve ser levado em consideragdo na interpretacdo das caracteristicas
fisiolégicas da planta, por isso € importante estabelecer um equilibrio hormonal
desses fitorreguladores.

Espera —se que, por meio deste trabalho possa obter mudas a partir da
interacdo de acido naftaleno acético (ANA) e thidiazuron (TDZ) no processo de
micropropagacao, devido a importancia desses fitorreguladores no processo de
crescimento e morfogénese das células in vitro. Objetivou determinar um protocolo
para obtencdo de mudas de C. rooseveltianum Hoehne pelo uso de técnicas de
micropropagacao in vitro com fragmentos radiculares, em meio de cultivo Knudson,

com o uso de fitorreguladores.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de biotecnologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de Chapadao do Sul — MS. Do qual foram
utilizadas raizes de aproximadamente 3,0 cm, obtidos de plantas de C.
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rooseveltianum Hoehne, através do processo de germinagdo assimbidtica e
cultivadas in vitro em meio Knudson (KNUDSON, 1946).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 x 3, sendo trés concentragdes de ANA (0,00; 0,25 e 0,5mg L") e
trés concentracdes de TDZ (0,0; 0,5 e 1,0 mg L) resultando em nove tratamentos
com cinco repeti¢cdes. Foi utilizada a formulagdo do meio Knudson (Knudson 1946)
suplementado com 20,0 mg L™ de sacarose e 5 mg L™ de agar. O pH foi ajustado
para 5,8 £ 0,1; em seguida foi esterilizado em autoclave a 120 °C e 1 atm.

Na capela de fluxo laminar foram seccionadas as porg¢des radiculares com um
auxilio do bisturi em apice, meio e base, medindo ~1cm e inoculados em frascos de
250 mL contendo 70 mL de meio de cultura Knudson, suplementado com
concentragdes de ANA (0,00; 0,25 e 0,5 mg L") e de TDZ (0,0; 0,5 e 1,0 mg L)
para indugao de brotos.

Apo6s serem inoculados, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
onde permaneceram em condicdes controladas de temperatura (27+2 °C) e
fotoperiodo de 16h de radiacdo luminosa com intensidade de 30 pmol.cm'2.3'1, por
90 dias. Foram analisados numero de brotos, numero de folhas e raizes do maior
broto e numero de calos.

Os dados coletados foram percentualizados e submetidos a analise da
varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que as concentragdes dos fitorreguladores interferiram
diretamente na inducao de brotagao pelo processo de micropropagagao das plantas
de C. rooseveltianum Hoehne (Tabela 1), houve interagdo significativa entre os
fitorreguladores ANA e TDZ nas variaveis numero de brotos regido mediano e basal,
numero de folhas regido apical e numero de raizes regido basal houve efeito isolado
de TDZ nos parametros numero de brotos regido apical, numeros de folhas regido

basal e numero de raizes regido mediana e basal.
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Tabela 1. Resumo de analise de variancia do numero de brotos (NB), folhas (NF) e
raizes (NR) do maior broto e numero de calos (CA) presentes em explantes obtidos
a partir das porgdes apical (A), mediana (M) e basal (B) de raizes de vitroplantas de
Catasetum rooseveltianum Hoehne com combinagdes de fitorreguladores.

Quadrado Médio

F GL N N N C

A M B A M B A M B A M B
ANA 2 6,23" 1,35" 21,23" 12,02 0,15" 295" 3,62" 4,06" 0,08" 0,02" 0,01" 0,08"
TDZ 2 79,00 72,93 67,53* 4,42* 248" 11,82 16,42 15,80 16,82 0,15" 0,02 0,08"
ANA*TDZ 2 556" 3540 39,76* 4,58* 1,92" 265™ 2,45™ 1,96™ g g2« 0,08" 0,02" 0,08"
RE 3 95 901 127 114 132 226 155 137 084 0,13 0,02 0,08
CV(%) 92,94 80,1 100, 56,6 834 84,69 130, 135 82,7 33553 14,5 28,55
TOTAL 44

* Significativos a 5% de probabilidade pelo teste de tukey, respectivamente, pelo teste F, NS
nao significativo.

O efeito isolado de TDZ na concentragdo de 0,5 mg L™ obteve o maior niimero
de brotos na regido apical do explante, ja na auséncia do fitorregulador pode-se
observar o maior numero de folhas na regido basal e raizes na regiao apical e médio

do explante (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito isolado de thidiazuron (TDZ) quanto ao numero de brotos (NB)
regido apical (A), numero de folhas (NF) regido basal (B) e numero de raizes (NR)
regiao apical (A) e mediana (M) do maior broto.

TDZ (mg L") NB(A) NF(B) NR(A) NR(M)
0,00 0,80 b 2,80 a 2,13 a 2,00 a
0,50 530a 1,33b 0,60 b 0,60 b
1,00 3,83a 1,20 b 0,13b 0,00 b

Média seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidades.

Para variavel numero de brotos, foi significativo quanto utilizou 0,50 mg L-1 de
TDZ, segundo Nayak, Rath e Satyanarayan (1997), trabalhando com
micropropagac¢ao de orquideas, o TDZ possui efeito inibitério na regeneragdo de
brotos, quando utilizado em concentragdes acima do nivel 6timo.

A variavel numero de folhas e raizes o tratamento com auséncia de TDZ
obteve o melhor resultado. Essas observacdes foram similares aquelas obtidas por
(SOUZA et al., 1998), quando trabalhou com repolho (Brassica oleracea L.),
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segundo o estudo, o contato prolongado do TDZ com o tecido acaba inibindo o seu
crescimento e consequentemente ndo ha o desenvolvimento de raizes.

A interacao entre as variaveis numero de brotos, folhas e de raizes do maior
broto e numero de calos (calogénese) em fungdo de concentragdes de ANA e TDZ
estao dispostos na Tabela 3.

As maiores médias de explante com brotos foram obtidos nos tratamentos no
qual o meio de cultura suplementado com concentracédo de 0,50 mg L' de TDZ
obteve 0 maior numero de brotagbes que diferiu estatisticamente dos demais (Fig.
1a e Tabela 3). Estes dados ressaltam a importancia das citocininas na converséo
de porcdes radiculares em PLBs.

Tabela 3. Tratamentos de Thidiazuron (TDZ) quanto ao numero de brotos (NB), folha
(NF) e raiz (NR) do maior broto em fungéo do aumento de concentragdes de Acido
Naftaleno Acético (ANA) ao meio de cultivo Knudson, para a micropropagacao de
plantas de Catasetum rooseveltianum Hoehne.

. y TDZ (mg L™

Parametro Explante ANA (mg L") 0,00 0,50 1,00
0,00 1,80 Ab 7,10Aa 1,40 Bb
Médio 0,25 1,00 Ab 3,60 Aa 7,50 Aa
NB 0,50 0,80 Ab 4,10 Aa 6,40 Aab
0,00 1,40 Ab 9,80 Aa 3,10 Ab
Basal 0,25 1,80 Aa 2,10 Ba 6,30 Aa
0,50 0,40 Aa 4,10 Aa 2,10 Aa
0,00 3,60 Aa 2,20 Aa 1,80 Aa
NF Apical 0,25 3,20 Aa 2,40 Aab 1,20 Ab
0,50 0,00 Bb 1,80 Aa 0,80 Aab
0,00 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba
NR Basal 0,25 4,00 Aa 0,00 Bb 0,00 Bb
0,50 3,00 Aa 1,60 Aab 1,40 Ab

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

De acordo com (PERES; KERBAUY, 1999), em estudo sobre as relagdes
entre estes fitorrequladores na conversao de apices radiculares seccionados de
orquideas em brotos, verificaram uma alteragdo no balan¢go hormonal favoravel
tambeém as citocininas.

Estudos realizados por (NOVAK et al.,, 2014), mostram também para a

manutengado de desenvolvimento de PBLs, a aplicagcdo de auxina exdégena promove
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um estado indiferenciado, mas a reducdo ou remocgéo de auxina do meio de cultura

resulta na conversao de embrides somaticos em brotos de Catasetum fimbriatum.

(c)

Figura 1. Frasco contendo protocormos de C. rooseveltianum Hoehne obtidos
através da micropropagacéao in vitro com TDZ 0,50 mg L™ isolado aos 90 dias de
cultivo (a); Frasco com auséncia de fitorreguladores contendo o maior numero de
folhas (b); Raizes na parte basal do explante (seta), obtida através ANA 0,25 mg L™
isolado (c)

De acordo com (RODRIGUES; KERBAUY, 2009), espécies pertencentes ao
género das Catasetum indicam elevado grau de complexidade e de plasticidade de
respostas fisiologias e morfolégicas sobre os meristemas apicais de suas raizes.
Tornando o processo de multiplicagao in vitro viavel.

Foi observado que a auséncia de fitorreguladores na regido apical do explante
promoveu o maior numero de folhas (Fig. 1b e Tabela 3). Isso se deve pela auxina
ser promotora de crescimento e desenvolvimento vegetal do qual é sintetizada no
apice caulinar é transportada basipetalmente aos tecidos adjacentes (TAIZ;
ZEIGNER, 2013).

Segundo (NOVAK et al. 2014), o apice de raizes de orquideas em meio de
cultura sem fitorreguladores exégenos, faz com que desloquem uma alta relagéo
entre auxina e citocinina enddégena para o desenvolvimento e crescimento de
estruturas vegetativas. Essa relagdo entre auxina e citocinina é essencial para o
crescimento e morfogénese das células in vitro.

Em relagdo ao numero de raizes a auxina (ANA) foi mais efetivo na indugao
de raizes que as citocininas (TDZ). A regidao basal do explante obteve resultado
significativo onde o tratamento com 0,25 mg L™ de ANA isolado obteve o maior
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numero de raizes (Fig. 1c e Tabela 3), em estudos com Cyrtopodium
sainttlegerianum concentragdes de até 4 mg L ' foram favoraveis para indugdo de
raizes (SILVA et al., 2013).

Esses dois fitorreguladores (ANA e TDZ) interagem no controle da
dominancia apical, sendo que a relagdo é antagbnica, uma vez que a auxina (ANA)
impede o crescimento de gemas laterais enquanto a citocinina (TDZ) estimula esse
crescimento. Na formacgao de raiz a relagao € invertida, a auxina (ANA) estimula seu
crescimento e a citocinina (TDZ) inibe esse crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013,
CASTRO et al., 2005).

Os dados obtidos neste trabalho n&o houve um equilibrio hormonal desejavel
dos fitorreguladores (ANA e TDZ), nos quais foram obtidos em estudo com
Cyrtopodium paludicolum (PICOLLOTO et al., 2017). No entanto, ficou evidenciado
que o uso de fitorreguladores em meio de cultura para indugdo de brotos a partir de
raiz depende da espécie e do género.

4 CONCLUSAO

A interagao entre o ANA e o TDZ interfere negativamente na micropropagacao
de C. rooseveltianum Hoenhe a partir de segmentos radiculares.

A concentracdo de 0,50 mg L™ de TDZ isolado mostrou-se mais eficiente na
inducdo de brotos, sendo recomendado para multiplicacdo in vitro de C.

rooseveltianum Hoehne a partir de bases radiculares.
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CAPITULO 2 - EFEITO DO ACIDO GIBERELICO NO ALONGAMENTO DE
BROTOS DE Catasetum rooseveltianum (HOEHNE).

RESUMO

O uso de fitorreguladores, pode otimizar a propagacao in vitro de plantas de
orquideas, sendo, portanto, uma maneira viavel de aumentar a qualidade das mudas
micropropagadas. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
alongamento in vitro de brotos de Catasetum rooseveltianum Hoehne com
concentragdes de acido giberélico (GA3). Os brotos de C. rooseveltianum Hoehne
foram inoculados em frascos contendo 70 ml de meio Knudson, acrescidos de GA3;
(0,00; 3,00; 6,00; 9,00 mg L"). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticdes. Apds 60 dias foram
avaliados os parametros: comprimento da parte aérea, comprimento da raiz, numero
de raizes e massa fresca do broto. Para comprimento da parte aérea, numero de
raizes e massa fresca ndo houve interacdo entre as doses de GAj;. Para o
comprimento da raiz e massa fresca do broto, a auséncia de GAj3; proporcionou o
melhor resultado. O uso de GAs contribui negativamente para o alongamento de
brotagdes in vitro de C. rooseveltinum Hoehne, sendo desnecessario a utilizagao
deste fitorregulador na produgao de mudas.

PALAVRAS- CHAVE: Fitorreguladores, GA3, Orchidaceae.

CHAPTER 2- Catasetum rooselvetianum (HOEHNE) STRETCHING UNDER THE
EFFECT OF GIBERELIC ACID.

ABSTRACT

The use of phytorregulators can optimize an in vitro propagation of orchid plants and
is therefore a viable way to increase the quality of micropropagated seedlings. The
objective of this work is to establish a protocol for in vitro monitoring of shoots of
cesetum rooseveltianum Hoehne with concentrations of gibberellic acid (GA3). The
shoots of C. rooseveltianum Hoehne were inoculated into flasks containing 70 ml of
Knudson medium, plus GAs (0.00, 3.00, 6.00, 9.00 mg L™"). The experimental design
was entirely performed in regression analysis containing four treatments with five
replicates. After 60 days, it has control of the parameter: shoot length, root length,
number of roots and fresh mass. Parameters of aerial part, number of root and fresh
mass did not interact between doses of GAsz. Root parameter and fresh mass, an
absence of GA; provided the best result. The use of GA3 contributes negatively to
the elongation of in vitro shoots of C. rooseveltinum Hoehne, and it is unnecessary to
use this phytoregulator in the production of seedlings.

KEY WORDS: Phytoregulators, GAs, Orchidaceae.
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1 INTRODUGAO

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae sendo conhecida como uma
das familias botanicas mais numerosas, sao plantas muito apreciadas pela beleza
de suas flores e que contém inumeras espécies de elevado valor ornamental
(BELLAVER et al., 2015).

Nos ultimos anos o Brasil aumentou a produgcdo de flores atingindo
importancia significativa no mercado internacional, sendo que o cultivo in vitro foi
essencial para produzir plantas com maior qualidade e valor comercial (MATA-
ROSAS et al., 2011). No entanto, o cultivo e comércio dessas plantas, tem sido feito
através do extrativismo predatério do qual aliado a urbanizacdo e o aumento das
areas agricolas tem contribuido com a extingdo de varias espécies de orquideas
(GALDIANO et al. 2013).

Dentre muitas espécies de orquideas brasileiras encontra-se Catesetum
rooseveltianum Hoehne, que pertence a subtribo Epidendroideae, comum em areas
tropicais das Américas do Sul e Central (MORAES et al., 2011). As espécies desta
subtribo sdo reconhecidas pelos seus pseudobulbos possuindo varios entrends,
pelas flores unissexuais e polinario com estipe, caudiculo e viscidio (REIS, 2015).

O cultivo in vitro ou micropropagacéao de orquideas, ocorre de forma similar ao
desenvolvimento observado em condigdes naturais (BELLAVER et al., 2015), onde
0s meios de cultura utilizados possuem a capacidade de dar suporte ao crescimento
e desenvolvimento das plantas e sdo formados por sais inorganicos, possuindo
ainda sacarose como fonte de carboidrato, aminoacidos, vitaminas e proteinas
especificas (BUTCHER; INGRAM, 1976; DIXON, 1985).

A composicao do meio de cultura e as concentragbes dos fitorreguladores
usados no cultivo in vitro, sdo determinantes no crescimento e no padrdo de
desenvolvimento das plantas, por exemplo o acido giberélico (GAs), nao é
comumente incluido nos meios de cultivos, em razdo do suprimento enddégeno ser
suficiente para os processos morfologicos (CALDAS et al., 1999). No entanto mudas
produzidas in vitro nao estdo em condicoes de serem aclimatizadas, devido ao seu
tamanho reduzido, o cultivo na presenca de GAs;, pode provocar alongamento nas
regides vegetativas em algumas espécies (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e,

como consequéncia maior numeros de mudas podera ser aclimatizada.
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Em orquideas, o acido giberélico € comumente utilizado no meio de cultura
visando estimular o desenvolvimento do embrido, e também na inducdo do
florescimento, mediante a pulverizagdo (CHEN et al.,1994). Em estudo realizado por
(RODRIGUES et al. 2007), com o cultivo in vitro Cattleya loddigessi em meio de
cultura Knudson C, acrescido com 10 mg L' de GAs; proporcionou maior
comprimento das plantulas. Resultados semelhantes foram obtido em plantas como
macela [Egletes viscosa (L.) Less.], onde 0,50 mg L' de GAj3; proporcionou
crescimento satisfatério dos explantes (DINIZ et al., 2003).

Varios protocolos de cultivo foram propostos para as orquideas (VUNAJOVIC
et al., 2000; ROY; BANERJEE, 2002; PARK et al., 2003); no entanto, mudancas no
protocolo sdo necessarias para atender as necessidades especificas de cada
material genético (CALDAS et al.,1999). Em Catasetum rooseveltianum Hoehne nao
ha estudos de cultivo in vitro com este fitorregulador.

Devido os acidos giberélicos (GAs) estarem envolvidos em diversas respostas
no crescimento de plantas, espera-se obter maior alongamento dos pseudobulbos
de brotos de C. rooseveltianum Hoehne com o uso de GA; em meio de cultura. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de alongamento in vitro de
brotos de Catasetum rooseveltianum Hoehne com concentragdes de acido giberélico

(GA3), usando as técnicas de micropropagacao in vitro em meio de cultura Knudson.

2 MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no laboratério de biotecnologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, campus de Chapaddo do Sul — MS. Foram
utilizados brotos em cultivo in vitro de C. rooselveltianum Hoehne.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, os tratamentos
foram, quatro doses de GA3 (0,00; 3,00; 6;00 e 9,00 mg L") com cinco repeticdes.
Foi utilizada a formulagdo do meio Knudson (KNUDSON, 1946),
suplementado com 20,0 mg L™ de sacarose e 6 mg L™ de agar. O pH foi ajustado
para 5,8 £ 0,1, em seguida o meio foi esterilizado em autoclave a 120°C e 1 atm.
Na capela de fluxo laminar o acido giberélico (GA3) filtro estéril foi adicionado
de acordo com os tratamentos ao meio de cultura Knudson enquanto nao gelificado,

com concentragdes de 0,00; 3,00; 6,00 e 9,00 mg L™.
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Em seguida em fluxo laminar os explantes adquiridos de cultivo in vitro
assimbidtico de C. rooseveltianum Hoehne, foram transferidos para frascos de 250
mL contendo 70 mL de meio de cultura Knudson e vedados com filme plastico PVC.
Os frascos foram acondicionados em sala de crescimento onde permaneceram em
condigdes controladas de temperatura (27 + 2°C) e fotoperiodo de 16 horas com 30
umol m? s™ de irradiancia, provenientes de lampadas led ( 40W, Philips, extra luz do
dia), por 60 dias. Apdés esse periodo, foram analisados os parametros de:
comprimento da parte aérea (cm) e comprimento da raiz (cm) com o auxilio de uma
regua de 30 cm, numero de raizes e massa fresca (g) de brotos onde foi pesada em
balanca analitica da marca Bell Engineering, classe Il.

Os dados foram percentualizados e submetidos a analise de regressao no
qual foi utilizada para verificar o ajuste de modelos polinomiais, em fungado das

concentracdes de GA3; em nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 60 dias apds a inoculagdo de brotos de C. rooseveltianum Hoehne,
observou que a presenca de GA; nas concentracbes avaliadas nao foram
estimulatorias no alongamento da parte aérea.

O comportamento de explantes de C. rooseveltianum Hoehne para as
variaveis, comprimento da parte aérea e numero de raiz, em relagdo as
concentragdes de acido giberélico nao foram significativas. No entanto, as variaveis
comprimento de raiz e massa fresca de brotos foram significativas para
concentragdes GA;3 (Tabela 1).

De acordo com (TAlZ; ZEIGNER, 2013), as giberelinas também atuam no
meristema apical caulinar juntamente com as citocininas e de maneira antagbnica
sendo que o balango hormonal nesta regido é favoravel as citocininas. Assim,
garantindo a manutengao da divisdo celular e a inibigdo da diferenciagdo, podendo

justificar as variaveis acima.
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Tabela 1. Andlise de variancia referente ao crescimento e desenvolvimento das
plantas de Catasetum rooseveltianum Hoehne submetidas com concentragdes de
GA;. Variaveis analisadas: comprimento da parte aérea (CPA), niumero de raizes
(NR), comprimento de raizes (CPR) e massa fresca de brotos (MF) das regides
apical (A), mediana (M) e basal (B).

Quadrado
F GL CPA N CPR M
A M B A M B A M B A M B
GA 3 0,553" 0,82" 0,38" 0,47" 090" 0,15" 0,29" 0,91" 0,02* 0,65" 0,27" 0,00*
Re 9
CV(% 55,94 5490 41,26 65,21 98,97 64,87 70,00 124,22 71,74 92,36 68,88 40,60
TOTAL 15

* Significativos a 5% de probabilidade, pelo teste F, NS nao significativo.

Este fato pode ter ocorrido também, devido as concentragdes de GA; utilizada
ter sido insuficiente para retomar a atividade do meristema caulinar, ou que nao
apresentam efeito no alongamento do mesmo, ja que existe uma concentragéo
endégena adequada de GAj3; nesses brotos. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudo de (SUZUKI et al., 2010), com Catasetum fimbriatum Lindl. &
Paxt no qual a presenga GA3; no cultivo in vitro dessa espécie sob 16 horas luz
também nao proveu no alongamento significativo dos seus pseudobulbos.

Quanto ao comprimento de raiz, foi significativo, onde a auséncia deste
fitorregulador proporcionou o aumento dessa variavel, apresentando raizes com 6,25
cm, no qual as doses crescentes deste fitorregulador influenciaram negativamente
em seu desenvolvimento (Figura 1 e 2).

Segundo (PUTZ, 1971), citado por (GEORGE, 1993), a inibicdo no
desenvolvimento do sistema radicular ocorre, principalmente se a concentragcéo de
GA; utilizada promover o crescimento de meristemas isolados ou extremidades de
brotacdes.

Os resultados sao similares com (ARAUJO et al.,, 2009), que estudando
plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum e Cattleya loddigesii, observaram que a
GA3; também proporcionou efeito inibitério no comprimento de raizes, sendo assim,

um fitorregulador n&o decisivo para o alongamento das mesmas.
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Figura 1. Comprimento da raiz de brotos de Catasetum rooseveltinum Hoehne, em
funcao das concentracdes de acido giberélico (GAs3).

T1— 0,00 mg L1

Figura 2. Brotos de C. rooseveltianum Hoehne obtidos através da micropropagagao
in vitro com GA3; aos 60 dias de cultivo. Tratamento um (T1) com a auséncia e
tratamento dois (T2) com 3,00 mg L™ de GAs,

Segundo (TAIZ; ZEIGNER, 2013), a biossintese da GA3; ocorre em multiplos
orgaos vegetais e em multiplos sitios celulares, sendo altamente méveis, podendo
atuar localmente ou distante dos seus sitios de sintese, dos quais estao localizados
nos embrides em germinacdo, plantulas jovens, apices caulinares e sementes em

\efeito no crescimento da raiz.
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Quanto a massa fresca de plantas de C. rooseveltianum Hoehne, foi
observado que na auséncia de GA; ocorreu aumento dessa variavel, com massa de
1,85 g, respectivamente as doses crescentes do fitorregulador influenciaram
negativamente em seu desenvolvimento (Figuras 3).

De forma similar, (ARAUJO et al., 2005), testando GAz em Laeliocattleya Irene
Finney X C. walkeriana, e (SOARES et al., 2009), em C. loddigesii e H. lobata x H.
purpurata, verificaram melhores resultados para a producdo de massa fresca de

plantas na auséncia desse fitorregulador.

y =0,0272x2 - 0,3557x + 1,728
R?=0,73

-
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Figura 3. Massa Fresca de brotos de Catasetum rooseveltinum Hoehne, em fungao
das concentragdes de acido giberélico (GA3)

Para o sucesso no processo de cultivo in vitro, é necessario ajustar, para cada
espécie e/ou cultivar, as melhores condigdes de cultivo (ZIMMERMAN, 1981), ou
seja, concentragdes mais apropriadas de fitoreguladores e ambiente no qual seréo
mantidos os explantes. Por isso ha necessidade de testar esse fitorregulador em

diferentes fases de desenvolvimento da planta.

4 CONCLUSAO
O uso de acido giberélico contribui negativamente para o alongamento de
brotagdes in vitro de Catasetum rooseveltinum Hoehne, tornando desnecessario a

utilizagao deste fitorregulador na produg¢ao de mudas.
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