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RESUMO

S&o conhecidas aproximadamente 39 espécies do género Cyrtopodium, desde a
Flérida até Argentina e Bolivia. Entretanto a espécie Cyrtopodium saintlegerianum é
encontrada em uma ampla extensdo geografica brasileira abrangendo os estados do
Para, Tocantins, Piaui, Bahia, Mato Grosso. Goias e Distrito Federal. Possui habito
epifito e, como caracteristica das orquideas, sementes muito pequenas e sem
endosperma e uma pequena quantidade de energia contida no embrido, dificultando
assim o processo de germinagdo. Muitas espécies estdo em risco de extingdo devido
ao extrativismo predatério e as alteracdes antrépicas nos ecossistemas o que leva a
modificagcbes em seu habitat. Devido a esses fatores, cria-se a necessidade do
desenvolvimento de técnicas de propagacdo que permitam um maior nimero de
plantas, sadias, uniformes, em curto periodo de tempo e espaco diminuto. Estas
técnicas podem ser encontradas na Cultura de Tecidos de Plantas. Objetivou-se, com
este trabalho avaliar o efeito de duas citocininas, 6-benzilaminopurina (BAP) e netina
(KIN), no desenvolvimento de plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum obtidas in
vitro, a fim de estabelecer o melhor meio nutritivo para a indugdo de novos brotos e
desenvolvimento de plantulas. Utilizou-se nos experimentos o meio MS adicionado
com vitaminas, inositol, sacarose e combinaces de BAP ou KIN nas concentracdes
de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
25 frascos por tratamento e cada frasco contendo cinco plantulas.

Palavras Chave: micropropagacdo, epifitas, cultura de tecidos, protocolo.

INTRODUCAO

As Orchidaceae sdo uma das maiores familias entre as angiospermas,
compreendendo 35 mil espécies incluindo hibridos (DRESSLER, 1993).
Apresenta distribuicAo cosmopolita, porém a maior diversidade € encontrada
nas regides tropicais (CHRISTENSON, 2004).

No Brasil, ja foram identificadas mais de 3.500 espécies (COLOMBO et
al.,2004) sendo que 500 ocorrem no Cerrado (BATISTA et al.,2010). Muitas
estdo ameacadas de extingcdo, devido a destruicdo de seu habitat e as coletas
predatérias. O Brasil é o terceiro pais mais rico em espécies, depois da
Colébmbia e do Equador (BARROS et al.,1996).

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de
maior valor comercial. De acordo com FARIA (2005), as orquideas apresentam
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numerosa variabilidade de cores, aromas e tamanhos. A importancia
econdbmica das orquideas esta em crescente utilizacdo de projetos
paisagisticos devido & beleza de suas flores, resisténcia e praticidade no
manuseio, além de formar um micro-habitat para diversos grupos de
organismos.

Cyrtopodium € um género das regides Neotropical com cerca de 39
espécies distribuidas do sul da Flérida (E.U.A.) ao norte da Argentina. O centro
de diversidade do género é o Cerrado brasileiro, onde ocorrem ao menos 39
espécies (BATISTA & BIANCHETTI, 2001). A maioria das espécies do género
sdo terrestres. Entretanto encontram-se também espécies paludicolas,
rupicolas e epifitas.

Além da importancia ornamental, plantas do género Cyrtopodium séo
usadas para fins medicinais na cicatrizacdo de lesfes e estancamento do
sangue em cortes e feridas. Dela se produz também uma pomada utilizada no
tratamento do tercol. Em Goias, a goma extraida de seus pseudobulbos, serve
para encerar os licos dos teares primitivos feitos de fios de algodao.
(MENEZES, 2000). Muitas pessoas utilizam Cyrtopodium punctatum para
tratamento de coqueluche e tosse (VIEIRA, 2000).

Entre as espécies mais robustas e ornamentais deste género, temos
Cyrtopodium saintlegerianum Rchb.f., que, com sua grande inflorescéncia
amarela e marrom, estd presente em ampla area geografica brasileira
abrangendo os estados do Para, Tocantins, Piaui, Bahia, Mato Grosso, Goiés,
Distrito Federal, Mato Grosso do Sul e Minas Gerias (BARROS et al.,2010).
Esta espécie € uma das poucas epifitas no género. Segundo KERSTEN
(2006), devido a dependéncia da umidade e do substrato arboreo, a
diversidade de epifitas € um indicador ecolégico da qualidade ambiental.

De acordo com CHASE & HILLS (1992), espécies do género
Cyrtopodium nao oferecem recursos aos polinizadores, atraindo abelhas
Centridini e Euglossini por engano. Orquideas polinizadas por engano,
geralmente apresentam baixo sucesso reprodutivo em condi¢cdes naturais,
principalmente devido a baixa frequéncia de polinizadores efetivos
(ZIMMERMAN & AIDE, 1989). Talvez este ndo seja o caso de C.
saintlegerianum, pois durante acompanhamento das fases fenologicas de um
grupo de plantas nas proximidades do Parque Estadual da Serra Dourada,

constatou-se a ocorréncia de grande niamero de capsulas formadas (acima de
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10 capsulas por inflorescéncia) em diversas plantas sob observacao (Prof. Dr.
Sérgio T. Sibov, comunicacdo pessoal). Qual o recurso disponibilizado e o
agente polinizador permanecem desconhecidos.

Técnicas de cultura de tecidos in vitro representam um importante
conjunto de tecnologias em todas as areas da biologia vegetal, auxiliando na
compreensao dos processos da biologia do desenvolvimento e para a
utiizacdo e conservacdo dos recursos genéticos vegetais (TORRES et
al.,2001). Estas técnicas tém auxiliado na preservacéo destas espécies, tendo
como uma de suas principais vantagens o manuseio de grande numero de
individuos em espaco reduzido e sob condi¢bes assépticas.

A micropropagac¢do ou propagacao in vitro tem sido utilizada no Brasil ha
pouco mais de 25 anos, para aumentar principalmente a producdo de mudas,
reduzindo seu custo e contribuindo para salvar muitas espécies de orquideas
da extingdo (STANCATO et al.,2001).

Processos como a obtencdo de milhares de plantas pelo processo de
micropropagacao, de plantas homozigéticas (duplo haploides) a partir de
cultura de anteras; a obtencdo de hibridos interespecificos por fusdo de
protoplastos, a inducdo de embriogénese somatica, sua maturacdo e
germinagao, entre outras técnicas, tem em comum a necessidade de controlar
a divisdo e a diferenciacao celular in vitro, processos esses dependentes do
balanco entre horménios vegetais, principalmente, auxinas e citocininas.

Hormdnios vegetais ndo atuam isoladamente. A resposta final esta
guase sempre associada a um balanco hormonal. No caso das citocininas, elas
podem promover a inducdo de gemas ou de raizes em cultura de tecidos,
quando aplicada em propor¢cdo adequada com auxinas. Porém, o surgimento
de novos brotos seria 0 esperado quando esta relacdo tende as citocininas,
pois a acéo deste tipo de hormdnio reduz a dominancia apical. Citocininas
também sdo essenciais a inducao da citocinese além de promover alteracdes
na taxa metabolica, atividade enzimatica, inducdo de formacdo de o6rgaos,
mobilizagcdo de nutrientes organicos e inorganicos, retardamento da
senescéncia de tecidos e oOrgdos e formacdo de cloroplastos. (KERBAUY,
2008).

Objetivou-se com este trabalho elaborar um protocolo de

micropropagacao de plantulas de C. saintlegerianum testando a diferenca da
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acado de dois tipos de citocininas na inducdo de formacdo de novos brotos,

raizes, folhas e PLBs (Protocorm Like Bodies).

Figura 1. A- C. saintlegerianum sobre caule de palmeira do género Acrocomia
sp. em area antropizada de Cerrado; B: inflorescéncia do C. saintlegerianum;
C: Flor de C. saintlegerianum. (Fotos: K. C. I. Sousa, 2010).

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Goias (LCTV-ICBI), Goiania-GO. Utilizaram-se
plantulas de C. saintlegerianun obtidas por germinacao in vitro com altura de
parte aérea de 0,4+0,1 cm. O meio de cultivo utilizado foi o MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), com 3% de sacarose e 0,6% de agar. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem. O meio MS suplementado com as combinacdes de
6-benzilaminopurina (1,0; 2,0 e 4; 0 mgL-1) ou 6-furfurilaminopurina.(Figura 2).

Foram utilizados 25 frascos de 200 mL por tratamento com cinco
plantulas por frasco. O pH foi ajustado para 5,8+0,1 antes da adi¢cdo do Agar e
autoclavados a 120°C a 1 atm. por 20 minutos. Os tratamentos foram mantidos
em sala de crescimento com luz artificial de foto periodo 16 horas-luz e
temperatura de aproximadamente 25°C. As avaliacdes foram realizadas apos
30 dias de cultivo. Foram avaliadas as seguintes variaveis: altura, nimero de
folhas, comprimento da maior raiz, quantidade de raizes, nimero de brotos e
ndmero de PLBs. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as

médias comparadas pelo Teste de Tukey.
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Figura 2. Plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum inoculadas em meio de
cultura MS suplementados com diferentes concentracdes de BAP e KIN (Fotos:
L. A. Brasil, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os gendtipos micropropagados geraram diferentes niameros entre si e
entre tratamentos, apesar de todos serem iniciados a partir de plantulas e
terem recebido iguais condi¢bes de cultivo e manipulagéo, quando foram feitas
as avaliacoes.

Para a varidvel porcentagem de plantulas de C. saintlegerianum as
interacbes significativas (p<0,001) foram no meio MS, assim como O
desenvolvimento radicular. Para o segmento apical, constatou-se que as
interacOes mais significativas foram nos tratamentos de KIN 1 e KIN 2.

Essa variacdo, segundo CARNEIRO (1997), pode ser atribuida a
mutac¢des ocorridas naturalmente no genotipo, que ainda ndo se manifestaram
no fenotipo e podem ser responsaveis por diferengcas encontradas no
desempenho das linhagens. Gemas axilares também podem nao apresentar a
mesma razao de multiplicacdo in vitro; enquanto algumas gemas apresentam
maiores e mais rapido potencial de multiplicacdo, outras tém multiplicacéo lenta
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). (Fig. 4).
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Tabela 1. Morfogénese em plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum,
cultivado em meio MS suplementado com concentragfes de BAP e KIN no
periodo de 30 dias no Laboratorio de Cultura de Tecido Vegetal, UFG, Goiania,
GO, 2012.

CITOCININAS | mg ALTURA  N°  COMPRIMENTO | N
5 i __FOLHAS | i

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo Teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Figura 3. Contaminacéo do meio pelo fungo Penicillium sp.(Fotos: L. A. Brasil,
2012).
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Figura 4. Variacéo das plantas de Cyrtopodium saintlegerianum em um mesmo
meio de cultura demonstrando a variabilidade genética do género. (Fotos: L. A.
Brasil, 2012).

Figura 5. Plantulas permaneceram verdes por 10 dias e em seguida
comecaram a necrosar, chegando aos 30 dias completamente necrosados em
alguns frascos. (Fotos: L. A. Brasil).

CONCLUSAO

A resposta da citocinina KIN é superior a BAP na etapa de inducdo de
brotacdo e novas folhas de Cyrtopodium saintlegerianun, utilizando-se
plantulas produzidas in vitro como fonte de explante. As melhores
concentracOes de KIN para estes resultados foram 1,0 ou 2,0 mg/L em meio de
cultura MS. Com relacdo ao enraizamento, a indugcdo pode ser feita na
auséncia de reguladores de crescimento, mantendo o explante apenas em

meio MS. A mesma concluséo foi obtida para a inducdo de PLBs.
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