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RESUMO

Orchidaceae Juss. € uma das maiores familias dentre as angiospermas, com estimativa de
aproximadamente 24.000 espécies. O género Epidendrum tem grande importancia ornamental,
mas produtores deste encontram problemas, como custos elevados e lenta taxa de propagacéo
sexual e vegetativa para a produgcdo em larga escala. O cultivo in vitro tem sido utilizado para
aumentar a producdo de mudas de alta qualidade genética e para reducdo de custo de
producdo. Epidendrum secundum Jacq. representa uma das mais populares espécies de
Orchidaceae que impulsionando o agronegécio floricola nacional, pois é amplamente
comercializada como flor de corte e de vaso, além de ser utilizada na producao de hibridos. As
citocininas sao substancias reguladoras do crescimento, no meio de cultura sdo indispensaveis
para o desenvolvimento de gemas. O presente trabalho visou avaliar a germinacao in vitro de
sementes de E. secundum efeito das citocininas na multiplicacdo e a aclimatizacdo de
plantulas obtidas in vitro. Com o0s resultados obtidos conclui-se que o meio (A) Knudson
modificado Arditti € o mais favoravel no processo de germinacao e desenvolvimento inicial de
plantulas de E secundum; maior brotacdo ocorre em tratamentos com concentracdes
intermediarias de BAP, por volta de 5 mg/L.; a fibra de coco como substrato favorece a
transferéncia de plantulas de E. secundum desenvolvidas in vitro.
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INTRODUCAO

Orchidaceae Juss. é uma das maiores familias dentre as angiospermas,
com estimativa de aproximadamente 24.000 espécies (DRESSLER, 1993).
Apresenta distribuicdo cosmopolita, mas sua maior concentragdo ocorre nas
regides tropicais com aproximadamente 880 géneros (PRIDGEON et al. 1999).
Esta bem representada no Brasil com cerca de 2.350 espécies distribuidas em
200 géneros (PABST & DUNGS 1975, 1977; AZEVEDO, 2007). Estes numeros
colocam o Brasil como o terceiro pais do mundo em diversidade para esta
familia de plantas, perdendo apenas para Equador e Colémbia (SOUZA &
LORENZI, 2008).

Segundo Dressler (1993), as principais caracteristicas de um grupo em
evolucdo ativa estdo presentes dentro da familia Orchidaceae e, por isso, as
espécies, géneros, tribos e subtribos sdo de dificil delimitacdo. Cameron et al.
(1999) e Pridgeon et al. (1999) dividem Orchidaceae em cinco subfamilias:

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 subfamilias, com um numero de
géneros e espécies superior ao de todas as outras subfamilias juntas, e tem
como principal caracteristica a antera geralmente incumbente, ou seja, voltado
para o lado interno do filamento (DRESSLER, 1993). O género Epidendrum L.,
possui cerca de 1.000 espécies, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até
a Argentina (RASMUSSEN, 1985). Tem como principais caracteristicas
diferenciais os caules longos, eretos e finos, raramente intumescidos em
pseudobulbos, as folhas geralmente opostas. No Brasil ocorrem 107 espécies
(PABST & DUNGS, 1975). Este género é alvo de pesquisas relacionadas com
a micropropagacao in vitro, principalmente, com a finalidade de compreender
aspectos taxonémicos, morfolégicos e cromossdmicos (ASSIS, 2009).

Epidendrum secundum Jacq. representa uma das mais populares
espécies do género, impulsionando o agronegdcio floricola nacional, pois €
amplamente comercializada como flor de corte e de vaso, além de ser utilizada
na producdo de hibridos. Tal orquidea foi recentemente considerada apenas
uma espécie altamente polimérfica, apresentando alta variacdo morfoldgica
continua entre suas populacdes (BARROS, 2007). Infelizmente, apesar de toda
a importancia ornamental do género, produtores de Epidendrum encontram
problemas, como custos elevados e lenta taxa de propagacdo sexual e
vegetativa para a producdo em larga escala (CHEN, L.; CHEN, J; CHANG,
2002).

Umas das ferramentas indispensaveis a propagacao e conservacao de
espécies de orquideas é a semeadura in vitro, uma vez que as metodologias
empregadas proporcionam a producao com velocidade superior de crescimento
em relacdo aos meétodos convencionais de propagacdo, maior producdo em
menor tempo e espaco fisico e a obtencdo de plantas livres de patdogenos
(SANTOS et al., 2006). Além disso, o cultivo in vitro tem sido utilizado para
aumentar a producédo de mudas de alta qualidade genética e para reducéo de
custo de producao, pela simplificacdo de meios de cultura (STANCATO, 2001,
PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009).

Raven et al. (2007), definem os horménios vegetais como substancias
organicas, ativas em pequenas quantidades, produzidas em um tecido e

transportadas para outro, onde provocam respostas fisioldgicas. Indicam que o
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termo hormonio vem do grego e significa “excitar”. Chamam a atencéo para o
fato de que muitos hormonios possuem influéncias inibidoras, sendo, portanto,
mais apropriado considera-los como mensageiros quimicos do que como
estimuladores.

Os equivalentes sintéticos dos horménios vegetais sdo denominados
reguladores de crescimento. Nas diferentes técnicas utilizadas na cultura de
tecidos sao utilizados reguladores de crescimento ao invés de horménios
vegetais, pois os reguladores sao mais baratos e padronizados.

As citocininas sdo substancias reguladoras do crescimento
responsaveis, principalmente, pela divisdo 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 micropropagacao, este grupo
de reguladores de crescimento ndo sO € favoravel como necessario para o
desenvolvimento do explantes. As citocininas no meio de -cultura sao
indispensaveis para o desenvolvimento de gemas (FORNI, 1993).

O presente trabalho visou avaliar a germinacao in vitro de sementes de
Epidendrum secundum Jacq., o efeito das citocininas na multiplicagcdo e a

aclimatizacao de plantulas obtidas in vitro.

MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de marco a
dezembro de 2012.

Germinacéo e crescimento inicial

Céapsulas de E. secundum foram obtidas por autofecundacéo de plantas
pertencentes a Colecdo de Bromélias e Orquideas do Cerrado localizada na
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da UFG. As capsulas foram
colhidas quatro meses ap0s a autofecundacéo.

A primeira fase do procedimento consistiu na desinfestacdo de uma
capsula de E. secundum. A capsula foi devidamente lavada com detergente e
agua corrente com o auxilio de uma escova. Em seguida, a capsula foi imersa
em solucéo de hipoclorito de sédio 25% (hipoclorito de sédio comercial com 2%
de cloro ativo) durantel5 minutos. Em camara de fluxo laminar a cdpsula foi

lavada duas vezes em agua destilada autoclavada, aberta com o auxilio de um
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bisturi e as sementes inoculadas em vidros com 50 ml de meio de cultura.
Foram utilizadas duas formulacbes de meios de cultura adequados para
orquideas, o KNUDSON (1946) modificado ARDITTI (1977) e o meio de
HOMMA & ASAHIRA (1985) composto por macronutrientes de Tomale (1954),
micronutrientes e compostos organicos de RINGE & NITSHI (1968). Foi
adicionado aos meios de cultura 2% de sacarose e o0 pH ajustado para 5,8
antes de serem esterilizados em autoclave por 20 minutos sob a temperatura
de 121°C. Depois de inoculados, os tratamentos permaneceram em camara de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 £ 1°C. A coleta
de dados do desenvolvimento inicial foi realizada a cada trinta dias tendo como
variavel a altura da parte aérea. Apdés noventa dias as plantulas foram
transferidas para novos meios de cultura, para que o desenvolvimento

continuasse normalmente.

Desenvolvimento in vitro

A segunda fase do experimento consistiu na avaliacdo do efeito das
citocininas no desenvolvimento in vitro de plantulas de E. secundum. Foram
realizados seis tratamentos e dez repeticdes para cada tratamento. Em frascos
de 200 ml, as plantulas foram acomodas em numero de cinco por frasco. Os
tratamentos receberam as seguintes concentracbes 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 121° C. A avaliacdo ocorreu apos 35 dias,

tendo como variavel o numero de brotos por plantula.

Aclimatizacéo

Para o experimento de aclimatizagdo 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 raizes foram lavadas em agua corrente. Foram
utilizadas bandejas de polietileno para mudas com 50 células de 9 cm de
profundidade e 50 cm®. As células foram preenchidas com substrato composto
por fibra de coco (USIFIBRAS), sobre a qual as plantas foram acomodadas. A
variavel utilizada para avaliar o sucesso da aclimatizacdo foi a taxa de

sobrevivéncia apés trinta dias.
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Analise Estatistica

O delineamento utilizado nos experimentos foi o0 inteiramente
casualizado. A normalidade dos dados obtidos para os tratamentos foi testada
pelo teste de Lilliefors. Os tratamentos foram comparados por analise de
variancia ANOVA, seguido por teste Tukey quando paramétricos ou por analise
de variancia pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de testes de
comparacdes multiplas (Teste de Student-Newman-Keuls ou de Dunn) na
auséncia de normalidade ou homogeneidade de variancias. Todos os testes
foram realizados ao nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas foram

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao e crescimento inicial

O processo de desinfestacdo das capsulas utilizando os materiais e 0s
tempos recomendados mostraram-se eficientes. Nao houve perda de
repeticbes por contaminacdo em nenhum dos tratamentos. O fato de a capsula
estar completamente fechada e sem sinais de injurias e doencas também
contribuiu para a auséncia de contaminag¢do. Quatro dias apos a semeadura,
notou-se que as sementes de E. secundum contidas nos dois tratamentos
apresentaram-se intumescidas e com coloracdo verde (caracteristico da
clorofila), indicando o primeiro estadio de desenvolvimento do embrido. Os
resultados para germinacao foram satisfatorios para os dois meios de cultura
utilizados para semeadura de E. secundum. Apos 15 dias de cultivo in vitro foi
observado o surgimento dos primordios foliares nos meios KNUDSON (1946)
modificado ARDITTI (1977) (A) e HOMMA & ASAHIRA (1985) (HS) (Fig. 1).
Nota-se no grafico (Fig. 2) que os protocormos presentes nos meios A e HS
convertiam-se em plantulas praticamente ao mesmo tempo. Apés o periodo de
noventa dias, as plantulas apresentaram uma variacdo na altura praticamente
uniforme para os dois tratamentos, e a diferenca s6 foram evidenciados nos

altimos trés meses de avaliacao.
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Figura 1. Protocormos iniciais de Epidendendrum secundum aclorofilados no
meio Knudson C (1946) modificado Arditti (1977), 90 dias apds a semeadura in vitro e
primeiros primérdios foliares com aproximadamente 8 mm de comprimento. Fotos:
Luciano Lajovic.

Figura 2. Diferenca entre as meédias de crescimento inicial dos protocormos

apos 240 dias de cultivo.

Os resultados da analise estatistica para o crescimento inicial a partir de
sementes de E. secundum, semeadas nos dois diferentes meios de cultura
indicam que ha diferenca 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 apos 240 dias
de cultivo, 0 meio A apresentou a maior média para o crescimento inicial de

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

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

utilizados nos tratamentos.

Tratamentos Médias Meios de Cultura
A 3.72 Knudson modificado a
Arditti
HS 2,57 Homma & Asahira b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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De acordo FRAGUAS (2003), o meio Knudson é o mais utilizado para
germinacdo e desenvolvimento de orquideas, mas apesar de suas
modificacdes, ainda ndo foi possivel determinar uma férmula padrdo que
atenda as necessidades nutricionais de todas as espécies, e por esse motivo,
0s testes experimentais sdo de fundamental importancia para a identificacao da
concentracdo adequada para cada espécie. Neste experimento, 0 meio
KNUDSON (1946) modificado ARDITTI (1977) foi favoravel ao estabelecimento

in vitro de E. secundum.

Multiplicacé&o in vitro

Os resultados para os tratamentos contendo diferentes concentracdes
de BAP foram avaliados tendo como variavel o nimero de brotos por planta
para cada tratamento, visto que as citocininas sao responsaveis pela divisao
celular em células vegetais e consequentemente pelo processo de
multiplicagdo. BAP corresponde ao grupo de citocininas que atualmente
apresenta melhores resultados na micropropagacéo in vitro (NONATO, 2008).
Neste experimento, o0 maior numero de brotacdes (1, 22) ocorreu na
concentracdo de 5 mg/L de BAP, 35 dias apoés o inicio do experimento (Tabela
2). Embora pelo teste ndo paramétrico de Kruscal-Wallis as médias de
brotacbes nas concentracbes de 5 e 10 mg/L ndo tenham diferencas
significativas, pelo grafico da correlagcdo entre as duas variaveis (Fig. 3)
percebe-se que ha uma tendéncia de diminuicdo do valor da média a partir da
concentracéo de 5 mg/L.

Tabela 2. Média da variavel numero de brotos (NB) nos diferentes tratamentos
apos 35 dias de cultivo in vitro de E. secundum .

Tratamentos NB

TO OO0.18 ]
T0,5 OO0.52 ]
T1 OO0.28 ]
T25 OO0.40 ]
TS5 OO1.22 .

10 0 a b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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BAP é uma das citocininas mais utilizadas na inducéo de brotos em
cultura de tecidos (MALIK et al., 2005). Geralmente, o nivel de citocininas é alto
em tecidos com capacidade mitGtica, como as regides meristematicas, sendo
necessarias para manter os ciclos de divisdo celular e diferenciacdo celular
(WERNER et al., 2001). ARAGAO (2011), afirma que o BAP é ideal para
estimular o desenvolvimento de gemas axilares, além de ser de baixo custo e

aquisicao.

Corelagdo Linear Regressao Linear

brotos

Nimero de

¥=089+8%X
07314 ' {R2) = 05350

Naemero de brotos

r (Pedrson) =

p) = 0.0985

Concentragbes de BAP ConcentracBes de BAP

Figura 3. Graficos indicando a Correlagcdo e Regressdo Lineares entre o numero
médio de brotos em plantulas de E. secundum cultivadas in vitro e as diferentes
concentracdoes de 6-benzilaminopurina (BAP) suplementadas ao meio Knudson C

modificado.

Jesus (2010) defende no seu trabalho com a utilizacdo de BAP para
inducao de brotos em cafeeiro, que a utilizacdo deste regulador de crescimento
é ideal para proliferacdo de gemas axilares, sendo o tipo de citocininas e a sua
concentracéo os fatores que mais influenciam no sucesso da micropropagacao
in vitro. O autor afirma que concentracdes elevadas de BAP promovem o
desbalanceamento enddgeno dos fitorménios, o que pode reduzir o
crescimento das brotagdes.

No trabalho de Nonato (2008), testando o efeito do BAP no subcultivo in
vitro de Curaua (Annanas erectfolius), os melhores resultados para brotagcfes
por explantes foram obtidos na concentracdo 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 numero de brotos por plantulas de E. secundum . Isso indica
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gue concentracfes extremas tendem a inibir o desenvolvimento e crescimento
dos brotos enquanto que concentracdes intermedidrias pode favorecer a
multiplicagéo de brotos.

Aclimatizacéo

Dentre as 50 plantas separadas para aclimatizagao, apenas 3 morreram.
O que corresponde a uma taxa de 6% de perdas. Este resultado foi
considerado positivo, tendo em vista que as plantulas obtidas e cultivadas in
vitro sdo muito frageis quando comparadas com as que se desenvolvem no
meio natural. Isso ocorre porque o ambiente in vitro afeta a morfogénese das
plantas, devido a sua fragilidade pelo fato de terem sido cultivadas em
condicbes de baixa irradiancia e umidade relativa. De acordo com CASTRO
(2005), as plantulas devem ser transferidas de um ambiente asséptico e
heterotréfico, 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 provisorio (casa de vegetacdo) que acomodara as novas plantas
até que estas se tornem resistentes aos fatores fisicos e bioldgicos
encontrados no novo ambiente. O mais indicado, segundo pesquisadores, €
manter as plantulas em um ambiente favoravel, por aproximadamente quatro
semanas, para que as novas plantas possam se adaptar ao meio externo,
neste caso, um meio intermediario para esta fase de adaptacdo como um
telado ou sombrite (CASTRO, 2005).

ASSIS (2010) afirma que os residuos agricolas como substrato é
uma excelente alternativa no cultivo de orquideas. Principalmente pelo fato de
reduzir os custos e 0 acumulo desses materiais no ambiente. O autor aponta
para o fato de que residuos agricolas como fibra de coco, casca de pinus,
casca de arroz carbonizada, fibra de piacava e bagaco de cana-de-acucar
estdo entre os materiais com grande potencial como substrato no cultivo de
algumas espécies de orquideas. Neste experimento de aclimatizagéo, o uso de
fibora de coco como substrato foi bastante favoravel para a transferéncia de

plantulas de E. secundum para o ambiente intermediario de aclimatizacao.
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Figura 3. Plantas de Epidendrum secundum Jacq no dia em que foi montado o
experimento de aclimatizagéo (a); Plantas de E. secundum apo6s 20 dias em fase de

aclimatizacéao (b).

CONCLUSAO
* O meio (A) Knudson modificado Arditti € o mais favoravel no processo
de germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de Epidendrum
secundum Jacq.
 Maior brotagdo ocorre em tratamentos com concentracdes
intermediarias de BAP, por volta de 5 mg/L.
« A fibra de coco como subtrato favorece a transferéncia de plantulas de

Epidendrum secundum Jacq desenvolvidas in vitro.
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