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RESUMO
Orchidaceae Juss. é uma das maiores famílias dentre as angiospermas, com estimativa de
aproximadamente 24.000 espécies. O gênero Epidendrum tem grande importância ornamental,
mas produtores deste encontram problemas, como custos elevados e lenta taxa de propagação
sexual e vegetativa para a produção em larga escala. O cultivo in vitro tem sido utilizado para
aumentar a produção de mudas de alta qualidade genética e para redução de custo de
produção. Epidendrum secundum Jacq. representa uma das mais populares espécies de
Orchidaceae que impulsionando o agronegócio florícola nacional, pois é amplamente
comercializada como flor de corte e de vaso, além de ser utilizada na produção de híbridos. As
citocininas são substâncias reguladoras do crescimento, no meio de cultura são indispensáveis
para o desenvolvimento de gemas. O presente trabalho visou avaliar a germinação in vitro de
sementes de E. secundum efeito das citocininas na multiplicação e a aclimatização de
plântulas obtidas in vitro. Com os resultados obtidos conclui-se que o meio (A) Knudson
modificado Arditti é o mais favorável no processo de germinação e desenvolvimento inicial de
plântulas de E secundum; maior brotação ocorre em tratamentos com concentrações
intermediárias de BAP, por volta de 5 mg/L.; a fibra de coco como substrato favorece a
transferência de plântulas de E. secundum desenvolvidas in vitro.
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INTRODUÇÃO
Orchidaceae Juss. é uma das maiores famílias dentre as angiospermas,

com estimativa de aproximadamente 24.000 espécies (DRESSLER, 1993).

Apresenta distribuição cosmopolita, mas sua maior concentração ocorre nas

regiões tropicais com aproximadamente 880 gêneros (PRIDGEON et al. 1999).

Está bem representada no Brasil com cerca de 2.350 espécies distribuídas em

200 gêneros (PABST & DUNGS 1975, 1977; AZEVEDO, 2007). Estes números

colocam o Brasil como o terceiro país do mundo em diversidade para esta

família de plantas, perdendo apenas para Equador e Colômbia (SOUZA &

LORENZI, 2008).

Segundo Dressler (1993), as principais características de um grupo em

evolução ativa estão presentes dentro da família Orchidaceae e, por isso, as

espécies, gêneros, tribos e subtribos são de difícil delimitação. Cameron et al.

(1999) e Pridgeon et al. (1999) dividem Orchidaceae em cinco subfamílias:

Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae (abrigando parte das
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Epidendroideae sensu Dressler (1993), Orchidoideae (englobando as

Spiranthoideae sensu Dressler (1993) e Epidendroideae.

Epidendroideae é a maior das cinco subfamílias, com um número de

gêneros e espécies superior ao de todas as outras subfamílias juntas, e tem

como principal característica a antera geralmente incumbente, ou seja, voltado

para o lado interno do filamento (DRESSLER, 1993). O gênero Epidendrum L.,

possui cerca de 1.000 espécies, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até

a Argentina (RASMUSSEN, 1985). Tem como principais características

diferenciais os caules longos, eretos e finos, raramente intumescidos em

pseudobulbos, as folhas geralmente opostas. No Brasil ocorrem 107 espécies

(PABST & DUNGS, 1975). Este gênero é alvo de pesquisas relacionadas com

a micropropagação in vitro, principalmente, com a finalidade de compreender

aspectos taxonômicos, morfológicos e cromossômicos (ASSIS, 2009).

Epidendrum secundum Jacq. representa uma das mais populares

espécies do gênero, impulsionando o agronegócio florícola nacional, pois é

amplamente comercializada como flor de corte e de vaso, além de ser utilizada

na produção de híbridos. Tal orquídea foi recentemente considerada apenas

uma espécie altamente polimórfica, apresentando alta variação morfológica

contínua entre suas populações (BARROS, 2007). Infelizmente, apesar de toda

a importância ornamental do gênero, produtores de Epidendrum encontram

problemas, como custos elevados e lenta taxa de propagação sexual e

vegetativa para a produção em larga escala (CHEN, L.; CHEN, J; CHANG,

2002).

Umas das ferramentas indispensáveis à propagação e conservação de

espécies de orquídeas é a semeadura in vitro, uma vez que as metodologias

empregadas proporcionam a produção com velocidade superior de crescimento

em relação aos métodos convencionais de propagação, maior produção em

menor tempo e espaço físico e a obtenção de plantas livres de patógenos

(SANTOS et al., 2006). Além disso, o cultivo in vitro tem sido utilizado para

aumentar a produção de mudas de alta qualidade genética e para redução de

custo de produção, pela simplificação de meios de cultura (STANCATO, 2001;

PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009).

Raven et al. (2007), definem os hormônios vegetais como substâncias

orgânicas, ativas em pequenas quantidades, produzidas em um tecido e

transportadas para outro, onde provocam  respostas fisiológicas. Indicam que o
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termo hormônio vem do grego e significa “excitar”. Chamam a atenção para o

fato de que muitos hormônios possuem influências inibidoras, sendo, portanto,

mais apropriado considerá-los como mensageiros químicos do que como

estimuladores.

Os equivalentes sintéticos dos hormônios vegetais são denominados

reguladores de crescimento. Nas diferentes técnicas utilizadas na cultura de

tecidos são utilizados reguladores de crescimento ao invés de hormônios

vegetais, pois os reguladores são mais baratos e padronizados.

As citocininas são substâncias reguladoras do crescimento

responsáveis, principalmente, pela divisão celular nas plantas, formam um

grupo de reguladores de crescimento muito importante para o cultivo in vitro.

Na fase de estabelecimento de um processo de micropropagação, este grupo

de reguladores de crescimento não só é favorável como necessário para o

desenvolvimento do explantes. As citocininas no meio de cultura são

indispensáveis para o desenvolvimento de gemas (FORNI, 1993).

O presente trabalho visou avaliar a germinação in vitro de sementes de

Epidendrum secundum Jacq., o efeito das citocininas na multiplicação e a

aclimatização de plântulas obtidas in vitro.

MATERIAL E MÉTODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos

Vegetais da Universidade Federal de Goiás (UFG), no período de março a

dezembro de 2012.

Germinação e crescimento inicial

Cápsulas de E. secundum foram obtidas por autofecundação de plantas

pertencentes à Coleção de Bromélias e Orquídeas do Cerrado localizada na

Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da UFG. As cápsulas foram

colhidas quatro meses após a autofecundação.

A primeira fase do procedimento consistiu na desinfestação de uma

cápsula de E. secundum. A cápsula foi devidamente lavada com detergente e

água corrente com o auxílio de uma escova. Em seguida, a cápsula foi imersa

em solução de hipoclorito de sódio 25% (hipoclorito de sódio comercial com 2%

de cloro ativo) durante15 minutos. Em câmara de fluxo laminar a cápsula foi

lavada duas vezes em água destilada autoclavada, aberta com o auxílio de um
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bisturi e as sementes inoculadas em vidros com 50 ml de meio de cultura.

Foram utilizadas duas formulações de meios de cultura adequados para

orquídeas, o KNUDSON (1946) modificado ARDITTI (1977) e o meio de

HOMMA & ASAHIRA (1985) composto por macronutrientes de Tomale (1954),

micronutrientes e compostos orgânicos de RINGE & NITSHI (1968). Foi

adicionado aos meios de cultura 2% de sacarose e o pH ajustado para 5,8

antes de serem esterilizados em autoclave por 20 minutos sob a temperatura

de 121ºC. Depois de inoculados, os tratamentos permaneceram em câmara de

crescimento sob fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 25 ± 1ºC. A coleta

de dados do desenvolvimento inicial foi realizada a cada trinta dias tendo como

variável a altura da parte aérea. Após noventa dias as plântulas foram

transferidas para novos meios de cultura, para que o desenvolvimento

continuasse normalmente.

Desenvolvimento in vitro

A segunda fase do experimento consistiu na avaliação do efeito das

citocininas no desenvolvimento in vitro de plântulas de E. secundum. Foram

realizados seis tratamentos e dez repetições para cada tratamento.  Em frascos

de 200 ml, as plântulas foram acomodas em número de cinco por frasco. Os

tratamentos receberam as seguintes concentrações de 6-benzilaminopurina

(BAP): 0; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 mg/L. O pH foi ajustado para 5,8 antes de ser

autoclavado durante 20 minutos a 121º C. A avaliação ocorreu após 35 dias,

tendo como variável o número de brotos por plântula.

Aclimatização

Para o experimento de aclimatização foram utilizadas 50 plantas

desenvolvidas no meio KNUDSON (1946) modificado por ARDITTI (1977)

selecionadas a partir do experimento de desenvolvimento inicial. As plantas

foram retiradas dos vidros, e as raízes foram lavadas em água corrente. Foram

utilizadas bandejas de polietileno para mudas com 50 células de 9 cm de

profundidade e 50 cm3. As células foram preenchidas com substrato composto

por fibra de coco (USIFIBRAS), sobre a qual as plantas foram acomodadas. A

variável utilizada para avaliar o sucesso da aclimatização foi a taxa de

sobrevivência após trinta dias.
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Análise Estatística

O delineamento utilizado nos experimentos foi o inteiramente

casualizado. A normalidade dos dados obtidos para os tratamentos foi testada

pelo teste de Lilliefors. Os tratamentos foram comparados por análise de

variância ANOVA, seguido por teste Tukey quando paramétricos ou por análise

de variância pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes de

comparações múltiplas (Teste de Student-Newman-Keuls ou de Dunn) na

ausência de normalidade ou homogeneidade de variâncias. Todos os testes

foram realizados ao nível de significância de 5%. As análises estatísticas foram

conduzidas com auxílio dos softwares Biostat 5.0 (AYRES et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Germinação e crescimento inicial

O processo de desinfestação das cápsulas utilizando os materiais e os

tempos recomendados mostraram-se eficientes. Não houve perda de

repetições por contaminação em nenhum dos tratamentos. O fato de a cápsula

estar completamente fechada e sem sinais de injurias e doenças também

contribuiu para a ausência de contaminação. Quatro dias após a semeadura,

notou-se que as sementes de E. secundum contidas nos dois tratamentos

apresentaram-se intumescidas e com coloração verde (característico da

clorofila), indicando o primeiro estádio de desenvolvimento do embrião. Os

resultados para germinação foram satisfatórios para os dois meios de cultura

utilizados para semeadura de E. secundum. Após 15 dias de cultivo in vitro foi

observado o surgimento dos primórdios foliares nos meios KNUDSON (1946)

modificado ARDITTI (1977) (A) e HOMMA & ASAHIRA (1985) (HS) (Fig. 1).

Nota-se no gráfico (Fig. 2) que os protocormos presentes nos meios A e HS

convertiam-se em plântulas praticamente ao mesmo tempo. Após o período de

noventa dias, as plântulas apresentaram uma variação na altura praticamente

uniforme para os dois tratamentos, e a diferença só foram evidenciados nos

últimos três meses de avaliação.
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Figura 1. Protocormos iniciais de Epidendendrum secundum aclorofilados no

meio Knudson C (1946) modificado Arditti (1977), 90 dias após a semeadura in vitro e

primeiros primórdios foliares com aproximadamente 8 mm de comprimento. Fotos:

Luciano Lajovic.

Figura 2. Diferença entre as médias de crescimento inicial dos protocormos

após 240 dias de cultivo.

Os resultados da análise estatística para o crescimento inicial a partir de

sementes de E. secundum, semeadas nos dois diferentes meios de cultura

indicam que há diferença significativa entre os meios. As médias referentes ao

crescimento inicial médio dos protocormos originados a partir de sementes de

E. secundum nos dois diferentes meios de cultura foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5 % de probabilidade. Observa-se pelas médias que após 240 dias

de cultivo, o meio A apresentou a maior média para o crescimento inicial de

protocormos, quando comparado ao meio HS (Tabela 1).

Tabela 1. Diferença entre as médias de crescimento dos meios de cultura

utilizados nos tratamentos.

Tratamentos Médias Meios de Cultura

A 3.72 Knudson modificado
Arditti

a

HS 2.57 Homma & Asahira b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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De acordo FRÁGUAS (2003), o meio Knudson é o mais utilizado para

germinação e desenvolvimento de orquídeas, mas apesar de suas

modificações, ainda não foi possível determinar uma fórmula padrão que

atenda as necessidades nutricionais de todas as espécies, e por esse motivo,

os testes experimentais são de fundamental importância para a identificação da

concentração adequada para cada espécie. Neste experimento, o meio

KNUDSON (1946) modificado ARDITTI (1977) foi favorável ao estabelecimento

in vitro de E. secundum.

Multiplicação in vitro

Os resultados para os tratamentos contendo diferentes concentrações

de BAP foram avaliados tendo como variável o número de brotos por planta

para cada tratamento, visto que as citocininas são responsáveis pela divisão

celular em células vegetais e consequentemente pelo processo de

multiplicação. BAP corresponde ao grupo de citocininas que atualmente

apresenta melhores resultados na micropropagação in vitro (NONATO, 2008).

Neste experimento, o maior número de brotações (1, 22) ocorreu na

concentração de 5 mg/L de BAP, 35 dias após o início do experimento (Tabela

2). Embora pelo teste não paramétrico de Kruscal-Wallis as médias de

brotações nas concentrações de 5 e 10 mg/L não tenham diferenças

significativas, pelo gráfico da correlação entre as duas variáveis (Fig. 3)

percebe-se que há uma tendência de diminuição do valor da média a partir da

concentração de 5 mg/L.

Tabela 2. Média da variável número de brotos (NB) nos diferentes tratamentos
após 35 dias de cultivo in vitro de E. secundum .

Tratamentos NB

T0 0.18
00 b

T0,5 0.52
00 b

T1 0.28
00 b

T2,5 0.40
00 b

T5 1.22
00 a

T10 0.90
00 a b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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BAP é uma das citocininas mais utilizadas na indução de brotos em

cultura de tecidos (MALIK et al., 2005). Geralmente, o nível de citocininas é alto

em tecidos com capacidade mitótica, como as regiões meristemáticas, sendo

necessárias para manter os ciclos de divisão celular e diferenciação celular

(WERNER et al., 2001). ARAGÃO (2011), afirma que o BAP é ideal para

estimular o desenvolvimento de gemas axilares, além de ser de baixo custo e

aquisição.

Figura 3. Gráficos indicando a Correlação e Regressão Lineares entre o número

médio de brotos em plântulas de E. secundum cultivadas in vitro e as diferentes

concentrações de 6-benzilaminopurina (BAP) suplementadas ao meio Knudson C

modificado.

Jesus (2010) defende no seu trabalho com a utilização de BAP para

indução de brotos em cafeeiro, que a utilização deste regulador de crescimento

é ideal para proliferação de gemas axilares, sendo o tipo de citocininas e a sua

concentração os fatores que mais influenciam no sucesso da micropropagação

in vitro. O autor afirma que concentrações elevadas de BAP promovem o

desbalanceamento endógeno dos fitormônios, o que pode reduzir o

crescimento das brotações.

No trabalho de Nonato (2008), testando o efeito do BAP no subcultivo in

vitro de Curauá (Annanas erectfolius), os melhores resultados para brotações

por explantes foram obtidos na concentração de 2,5 mg/L de BAP. Neste

experimento foi obtido um resultado semelhante com tratamento de 5 mg/L de

BAP para o maior número de brotos por plântulas de E. secundum . Isso indica
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que concentrações extremas tendem a inibir o desenvolvimento e crescimento

dos brotos enquanto que concentrações intermediárias pode favorecer a

multiplicação de brotos.

Aclimatização

Dentre as 50 plantas separadas para aclimatização, apenas 3 morreram.

O que corresponde a uma taxa de 6% de perdas. Este resultado foi

considerado positivo, tendo em vista que as plântulas obtidas e cultivadas in

vitro são muito frágeis quando comparadas com as que se desenvolvem no

meio natural. Isso ocorre porque o ambiente in vitro afeta a morfogênese das

plantas, devido a sua fragilidade pelo fato de terem sido cultivadas em

condições de baixa irradiância e umidade relativa. De acordo com CASTRO

(2005), as plântulas devem ser transferidas de um ambiente asséptico e

heterotrófico, como o da cultura de tecidos, para o ambiente externo de forma

gradativa e cuidadosa, para evitar sua morte (CASTRO, 2005).

Portanto, cuidado especial deve ser tomado na escolha do substrato

e ambiente provisório (casa de vegetação) que acomodará as novas plantas

até que estas se tornem resistentes aos fatores físicos e biológicos

encontrados no novo ambiente. O mais indicado, segundo pesquisadores, é

manter as plântulas em um ambiente favorável, por aproximadamente quatro

semanas, para que as novas plantas possam se adaptar ao meio externo,

neste caso, um meio intermediário para esta fase de adaptação como um

telado ou sombrite (CASTRO, 2005).

ASSIS (2010) afirma que os resíduos agrícolas como substrato é

uma excelente alternativa no cultivo de orquídeas. Principalmente pelo fato de

reduzir os custos e o acúmulo desses materiais no ambiente. O autor aponta

para o fato de que resíduos agrícolas como fibra de coco, casca de pinus,

casca de arroz carbonizada, fibra de piaçava e bagaço de cana-de-açúcar

estão entre os materiais com grande potencial como substrato no cultivo de

algumas espécies de orquídeas. Neste experimento de aclimatização, o uso de

fibra de coco como substrato foi bastante favorável para a transferência de

plântulas de E. secundum para o ambiente intermediário de aclimatização.
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Figura 3. Plantas de Epidendrum secundum Jacq no dia em que foi montado o

experimento de aclimatização (a); Plantas de E. secundum após 20 dias em fase de

aclimatização (b).

CONCLUSÃO
• O meio (A) Knudson modificado Arditti é o mais favorável no processo

de germinação e desenvolvimento inicial de plântulas de Epidendrum

secundum Jacq.

• Maior brotação ocorre em tratamentos com concentrações

intermediárias de BAP, por volta de 5 mg/L.

• A fibra de coco como subtrato favorece a transferência de plântulas de

Epidendrum secundum Jacq desenvolvidas in vitro.
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