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RESUMO

Em Alagoas existem aproximadamente 140 espécies de orquideas nativas e hibridas
naturais. Dentre estas, as espécies Prosthechea fragrans e Maxillaria splendens tém atraido
a atencao do extrativismo predatério no estado. A micropropagacao utilizada na producdo
de mudas tem contribuido para salvar muitas espécies de extingao. Para compor o banco de
matrizes e germoplasma de orquideas nativas alagoanas do Laboratério de Biotecnologia
Vegetal BIOVEG/CECA/UFAL, estudos tém sido realizados visando estabelecer o protocolo
de propagacdo in vitro de cada espécie. Este trabalho teve como objetivo estabelecer o
meio de cultura adequado para germinacgdo, multiplicagdo e enraizamento dos explantes de
P. fragrans e M. splendens. As capsulas destas espécies foram desinfestadas, abertas e as
sementes introduzidas em meio de cultura MS, %» MS ou Knudson C. As sementes
apresentaram uma boa germinacdo. ApOs estabelecimento e crescimento, 0os protocormos
foram submetidos a experimentos de multiplicacdo em meio MS, ¥ MS ou Knudson C com
adicdo de 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes de 0, 1, 2 ou 3 mg L™ . Ap6s a
multiplicacéo, os explantes de P. fragans e M. splendens foram submetidos a experimentos
de enraizamento nos meios MS e Knudson C adicionado com acido 3-indol butirico (AIB)
nas concentragdes 0,0; 0,25; 0,5; 0,75 ou 1,0 mg L. E viavel a germinacgéo de P. fragrans e
M. splendens nos meios de cultura MS, ¥2 MS ou Knudson C. Quanto ao experimento de
multiplicacdo, a adicdo de 1,0 mg L™ de BAP aos meio de cultura aumenta o nimero de
brotos por explantes de P. fragrans. Para a espécie M. splendens, 0s maiores comprimento
de explantes sédo observados no meio de cultura MS. No experimento de enraizamento, o
meio Knudson C proporciona maiores nimeros e comprimentos de raizes de explantes de
P. fragrans. A concentracédo de 0,5 mg L™ favorece o desenvolvimento das raizes de P.
fragrans. A espécie M. explendens apresenta maior comprimento médio das raizes na
concentracdo 1 mg L™ de AIB.

Palavras chave: Orchidaceae, Multiplicagdo, Enraizamento.
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1. INTRODUCAO

O mercado de orquideas tem aumentado progressivamente, devido a beleza,
exotismo e fragrancia de suas flores. Mas, infelizmente no Brasil assim como em outros
paises o comércio, especialmente de orquideas nativas, tém como pratica a exploragcdo
predatéria (extrativismo). As espécies nativas sao alvo de colecionadores e comerciantes,
que as coletam até mesmo em area de reserva. Aliado a degradacéo ou destruicdo do seu
hébitat, principalmente pela expansdo da ocupacdo com areas agricolas, este extrativismo
ameaca de extincdo muitas espécies de orquideas.

O extrativismo predatério em Alagoas € crescente e agravante, visto que € praticado
de forma devastadora. Se nenhuma medida for tomada, ocorrera a extincdo de algumas
destas espécies nativas.

Alguns estados brasileiros, visando mudar este cenario, tém se dedicado a
conservacado de suas espécies de orquideas nativas, com estudos de conservacdo de
sementes e de plantas in vitro e in vivo, com implantacdo de matrizeiros, etc. Muitos
orquiddfilos tém feito o caminho contrério, devolvendo a natureza espécies cultivadas em
sementeiras.

Técnicas de propagacdo e multiplicagdo in vitro tém possibilitado ampla
comercializacdo e a reintrodugcdo de orquideas em seu habitat. As orquideas s&o
reproduzidas massivamente em laboratério a partir de sementes, geralmente atingindo a
maturidade em dois a quatro anos. Espécies raras e ameagadas vém sendo reproduzidas
com sucesso por alguns estabelecimentos, o que tem contribuido para salvar espécies de
orquideas da extincdo (BELO, 2007; ALTAFIN et al.,, 2002; STANCATO et al.,, 2001,
MARTINI et al., 2001).

As orquideas micropropagadas sao altamente interessantes para programas de
reintroducdo de espécies nativas em areas de preservacdao ambiental. Segundo Menezes et
al. (2004),Alagoas possui cerca de 601.429 ha de unidades de conservagdo federais,
estaduais e municipais distribuidas em APAs, reservas e parques.

Em 2006, foi proposto a Implantagdo do Banco Germoplasma in vitro e in vivo de
orquideas nativas alagoanas, no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Este Banco Germoplasma
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visa abrigar e conservar o maior numero possivel de espécies de orquideas nativas,
podendo se tornar uma referéncia para a regido Nordeste e se constituir em um matrizeiro
destinado ao fornecimento de material propagativo.

A micropropagacao de orquideas sempre exige um ajuste da técnica em funcao das
peculiaridades de cada espécie e/ou hibridos existente (STANCATO et al., 2001). Diversas
formulacdes de meios béasicos, assim como diferentes concentracdes e/ou combinacdes de
fitorreguladores, fungicidas e antibidticos tém sido utilizadas nos meios de cultura, visando a
adequa-los as necessidades de cada espécie vegetal para seu cultivo in vitro
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Os meios de Murashige & Skoog, Vacin & Went e
Knudson C modificados ou ndo sdo os mais utilizados para as orquideas. Experimentos
realizados ao longo de anos vém evidenciando que, dentro da familia Orchidaceae, as
condigbes de cultivo sdo especificas para os géneros e algumas vezes para espeécies
pertencentes ao mesmo género (MARTINI et al., 2001).

A produgdo massal de mudas de orquideas nativas alagoanas ndo apenas permitira
a reintroducdo e o repovoamento das areas de preservagdo publica ou privada, mas
contribuird para a reducdo do extrativismo que ocorre em diferentes regides do Estado de
Alagoas.

As orquideas Prosthechea fragrans e Maxillaria splendens encontram-se entre as
espécies nativas de Alagoas que estdo sendo introduzidas no banco germoplasma in vitro
de orquideas nativas do Laboratério de Biotecnologia do CECA/UFAL. Estas orquideas tém
atraido a atencdo do extrativismo predatdrio no Estado, justificando a importancia da
multiplicacdo in vitro destas espécies para manutencdo no banco germoplasma e a
reintroducdo nas areas de preservacao.

Este trabalho teve como objetivo a introducdo, multiplicacdo e enraizamento in vitro
de P. fragrans e M. splendens para compor o banco germoplasma de espécies de orquideas

nativas da Mata Atlantica alagoana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Orchidaceae

As orquideas sao classificadas como plantas vasculares herbaceas e perenes,
pertencentes a familia Orchidaceae, sendo provavelmente a maior entre as plantas
superiores. Estdo descritas aproximadamente 35.000 espécies distribuidas em 2.500
géneros (DOCHA NETO, 2005). Mas, essa classificacdo vem sofrendo mudancas
constantes devido as pesquisas de filogenia.

Em Alagoas estdo listadas no Brazilian Orchids (ARAUJO e ARAUJO, 2006) cerca
de 140 entre espécies nativas e hibridas naturais dos géneros: Aspasia; Aspidogyne;
Barbosella; Brassavola; Bulbophyllum; Campylocentrum; Capanemia; Catasetum; Cattleya;
Cochleanthes; Coryanthes; Cyrtopodium; Dichaea; Dimerandra; Dipteranthus; Eltroplectris;
Encyclia; Epidendrum; Galeandra; Gomesa; Gongora; Huntleya; lonopsis; Isochilus;
Jacquiniella; Leochilus; Lygyophila; Lockarthia; Maxillaria; Mesadanella; Miltbnia; Notylia;
Octomeria; Oeceoclades; Oncidium; Orleanesia; Phargmipedium; Pleurothallis; Polystachya;
Prescottia; Prosthechea; Psygmorchis; Reichenbachantus; Rodriguezia; Sacoila;
Sandarella; Sarcoglottis; Scaphyglottis; Schomburgkia; Sobralia; Sophronitis; Stanhopea;
Stellis; Stenorrhynchus; Trichocentrum; Trigonidium; Vanilla; Xylobiume e Zygostates.

De acordo com PEREIRA (2000), as flores de Prosthechea fragrans (Figura 1A) séo
graciosas e de porte atraente e exalam agradabilissimo perfume, confirmando a
denominacao, pois a fragrancia é sua marca caracteristica.

O género Maxillaria é de extensa dispersdo no territério alagoano, desde regibes
limitrofes com Pernambuco até a Serra do Ouro, em Murici-AL (PEREIRA, 2000). A espécie
Maxillaria splendens Poepp. & Endl. 1836 (Figura 1B) é uma planta de facil cultivo em

substratos diversos e constitui um apreciavel ornamento, mesmo néo estando florida.
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Figura 1. Orquidea Prosthechea fragrans, flores com segmentos brancos com veios

purpuras no labelo (A) e orquidea Maxillaria splendens (B).

2.2. Classificagao por habitat

A familia Orchidacea é composta de plantas monocotileddneas, com cerca de 35 mil
espécies naturais e aproximadamente 65 mil hibridos. As orquideas vegetam em diversos
ecossistemas, sendo encontradas em florestas, campos, cerrados, caatingas, dunas,
restingas, tundras e até mesmo em margens de desertos. De acordo com seu habitat podem
ser: epifitas, as que vivem sobre troncos, galhos e gravetos das arvores; terrestres, as
encontradas nos solos das matas, campos e até mesmo na areia pura das dunas e
restingas; rupicolas e saxicolas, as que vegetam sobre ou entre as rochas; e as orquideas
subterraneas (saprofitas), sdo mais raras, plantas aclorofiladas que se alimentam de matéria
organica em decomposic¢do (TOSCANO e MORAES, 2002).

As orquideas possuem grande variacdo quanto ao habito de crescimento e ao habitat
de ocorréncia. Conforme Toscano e Moraes (2002), as orquideas vegetam em diversos
ecossistemas, sendo encontradas em florestas, campos, cerrados, caatingas, dunas,

restingas, tundras e até mesmo em margens de desertos.

2.3. Utilizagdo comercial

No Brasil, 0 comércio de orquideas para flores de corte e plantas de vaso e jardins

tem aumentado progressivamente, devido sua beleza e durabilidade. Infelizmente, no Brasil
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assim como em outros paises, o cultivo e comércio de orquideas nativas tem como prética a
exploracdo predatdria (extrativismo).

Algumas orquideas sdo comercializadas ndo apenas por sua beleza, mas devido ao
uso na alimentacdo humana. A mais importante é a baunilha, como sdo conhecidas algumas
espécies do género Vanilla, largamente utilizadas na aromatizagdo de bolos, sorvetes, balas
e doces. Outro exemplo € o Salepo, um liquido turvo, rico em mucilagem e de sabor
adocicado, extraido das raizes tuberosas de algumas espécies, sendo utilizado, na Pérsia e
Turquia, no preparo de uma saborosa bebida quente e também como espessante para
sorvetes. Alguns atribuem propriedades medicinais ao Salepo, que usualmente é

empregado no tratamento da diarréia e como afrodisiaco (TOSCANO e MORAES, 2002).

2.4. Importancia da cultura de Tecidos

No estagio atual da biotecnologia vegetal o dominio das técnicas de cultura de
tecidos teve uma importancia crucial, contribuindo ndo apenas sob o ponto de vista de
aplicacdes préticas, mas também na elucidagdo de muitas questbes béasicas relacionadas
com a biologia, fisiologia, bioguimica e genética de plantas (WITHERS, 1982). Apesar do
muito que j& foi realizado na cultura de tecidos vegetais, existem muitos desafios a serem
superados com conhecimento e idéias engenhosas que possam efetivamente encontrar
solugBes para muitos problemas que ocorram na agricultura (GAMBORG,1982)

Mediante o emprego racional de suas técnicas, a cultura de tecidos pode tanto
propiciar a produc@o comercial continua de milhares e milhares de mudas de alta qualidade
e com a fidelidade genética mantida, aspectos também fundamentais para a conservagao in
vitro de germoplasma, como gerar variabilidade, tdo importante para o melhoramento
genético. E, assim, em interagdo essencial no atendimento a crescente demanda de

alimentos que ocorre no mundo.

2.5. Propagacgao in vitro

A cultura de tecidos é frequientemente utilizada para a propagacao clonal em massa
de hibridos e espécies de orquideas, possibilitando a obtencdo de plantas de alta qualidade
fitossanitaria em curto periodo de tempo (ARDITTI e ERNST, 1993).

Atualmente, técnicas de propagacdo e multiplicacdo tém possibilitado ampla
comercializacdo e a reintroducao de espécies em seu habitat. As orquideas séo facilmente
reproduzidas artificialmente em laboratério a partir de sementes, geralmente atingindo a
maturidade em dois a quatro anos. Espécies raras e ameacadas vém sendo reproduzidas

com sucesso por alguns estabelecimentos (BELO, 2007).
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A propagacéo in vitro tem como vantagens, a produ¢do de um grande numero de
mudas em curto espago de tempo quando comparado com métodos tradicionais, sendo
estas com alta qualidade fitossanitaria. A diminuicdo do tempo de producdo destas mudas
se torna de grande importancia, pois algumas espécies que atingem maturidade
apresentando o primeiro florescimento com 5-7 anos podem chegar a florescer com 3-4
anos de idade. Uma producdo massal de mudas também € muito interessante, uma vez que
naturalmente as sementes de orquideas apenas germinam quando ocorre a interacao
simbidtica com certos géneros de fungos. Na propagacdo in vitro as sementes sao
colocadas em condi¢des ideais para germinarem e ndo se faz necessario a simbiose com o
fungo. A producdo de mudas isenta de doencas € uma das vantagens mais expressivas da
micropropagacdo, pois as plantas sadias produzidas possuem maior vigor fisiologico
apresentando uma maior capacidade de desenvolver melhor florescimento (ALTAFIN et al.,
2002).

A semeadura in vitro de orquideas ou cultura assimbidtica, constitui técnica bastante
relevante do ponto de vista comercial e também ecoldgico, visto que proporciona maiores
porcentuais de germinagdo, em comparagdo com a germinagdo em condi¢des naturais, a
qual é dependente da infecgcdo por fungos micorrizicos, simbiontes muitas vezes espécie-
especificos (MARTINI et al., 2001).

2.6. Meios de cultura

A micropropagacao de orquideas sempre exige um ajuste da técnica em funcao das
peculiaridades de cada espécie e/ou hibridos existente (STANCATO et al., 2001). Diversas
formulacdes de meios basicos, assim como diferentes concentracdes e/ou combinacdes de
fitorreguladores, fungicidas e antibidticos tém sido utilizadas nos meios de cultura, visando a
adequa-los as necessidades de cada espécie vegetal para seu cultivo in vitro
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Os meios de Murashige & Skoog, Vacin & Went e
Knudson C modificados ou ndo sdo os mais utilizados para orquideas. Experimentos
realizados ao longo de anos vém evidenciando que, dentro da familia Orchidaceae, as
condigbes de cultivo sdo especificas para 0os géneros e algumas vezes para especies

pertencentes ao mesmo género (MARTINI et al., 2001).
2.7. Aclimatacédo de orquideas
O processo de aclimatizacdo consiste em retirar as plantulas da condi¢do in vitro e

transferi-las para a condicdo ex vitro (casa de vegetagdo), controlando os fatores que

possam limitar o seu desenvolvimento, como temperatura, luminosidade, umidade, substrato
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e nutrientes (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Geralmente, plantulas cultivadas in vitro
geralmente apresentam caracteristicas morfofisiol6gicas diferentes quando comparadas
aquelas que cresceram diretamente no campo ou em casa de vegetacao, fator responséavel
pela sua baixa taxa de sobrevivéncia ex vitro (COLOMBO et al., 2005).

No processo de aclimatacdo, o numero de raizes nas plantas propagadas in vitro é
de grande importancia, pois possibilita uma maior porcentagem de sobrevivéncia dos
explantes (plantulas) na fase ex vitro (ORI, 2006). O substrato utilizado neste processo
também pode influenciar de forma decisiva no pegamento e qualidade das mudas. Existe
uma diversidade de substratos, mas seu sucesso depende da espécie e do tipo de ambiente
onde se pretende cultivd-la (COOKE, 1999). Além dos substratos de origem vegetal, tais
como esfagno, casca de pinus, piacava e xaxim, dos substratos de origem mineral, como
pedra brita, argila expandida rigida, vermiculita, tijolo, carvao vegetal e dos sintéticos, como
isopor (poliestireno expansivel) e espuma fendlica, os quais séo utilizados apenas como
suporte para as plantas, a fibra de coco (desfibrada ou prensada) e o p6é de coco séo
considerados os substratos alternativos mais promissores (COLOMBO et al., 2005). A fibra

de coco é um material disponivel no Estado de Alagoas.
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CAPITULO 1

MICROPROPAGACAO DE Prosthechea fragrans (Sw.) W. E. HIGGINS (1997 publ. 1998)

METODOLOGIA

1. Localizagédo

O presente trabalho foi realizado no periodo de agosto de 2008 a julho de 2009, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal — BIOVEG do Centro de Ciéncias Agrarias —
CECAJ/UFAL, localizado em Rio largo-AL, a 9° 27’ 57 latitude S, 34° 50’ 1” longitude W e
127m de altitude.

2. Coleta, preparo e inoculagdo do material vegetal

Céapsulas maduras de Prosthechea fragrans (Figura 2) foram coletadas em orquidea
cultivada no BIOVEG em Macei6 — AL, posteriormente, foram desinfestadas de acordo com
a seguinte sequéncia:

— Lavagem por 2 minutos em agua destilada com 3 gotas de detergente Tween 80;

— Lavagem por 1 minuto em solug&o de 100 mL de &lcool;

— Imerséo por 30 minutos em solugédo de 50 mL de agua sanitaria comercial (2,5%

de hipoclorito de s6dio) e 50 mL de agua estéril;

— Imerséo por 20 minutos em solugcédo de 60 mL de agua sanitaria comercial (2,5%

de hipoclorito de s6dio) e 40 mL de agua estéril;

— E lavagem em agua estéril por trés vezes.

Apos desinfestagdo, dentro da camara de fluxo laminar, as capsulas foram abertas e
as sementes inoculadas em frascos de vidro transparente contendo o meio MS (Murashige
& Skoog, 1962), %> MS (metade das concentragbes dos macro e micronutrientes do MS) ou
Knudson C modificado (Morel, 1965).
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O meio MS foi enriquecido com 30 g L™ de sacarose, sendo 0 meio Knudson C com
20 g L™ de sacarose. Todos os meios de cultura foram gelificados com 11 g L™ de Agar e pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos.

Figura 2. C4psulas maduras de orquidea Prosthechea fragrans.

Os explantes introduzidos nos frascos de vidro contendo meio de cultura foram
cultivados em camara de crescimento a temperatura de 25°+2°C e intensidade luminosa de

20 pmol/m?/s.

3. Crescimento e multiplicagdo dos explantes

Utilizou-se um explante por frasco contendo meios MS, ¥2 MS ou Knudson C para a
orquidea P. fragrans adicionados de 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentragdes 0,0; 1,0;
2,00u3,0mgL™

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 3 x 4 (trés meios de cultivo e quatro concentracdes de BAP), com doze tratamentos e
cinco repetigcdes.

As avaliagbes foram feitas aos 30 e 60 dias apds a instalacdo, sendo avaliado o
comprimento dos explantes originais, o numero de brotos por explante e o comprimento
médio dos brotos. Com a verificacdo de enraizamento, analisou-se também o nimero e o

comprimento médio de raizes por explante.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e a
comparacdo de médias, realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o
programa ESTAT™.

4. Enraizamento dos explantes

Apos experimentos de multiplicagéo, os explantes de P. fragans foram submetidos a
experimentos de enraizamento nos meios MS (Murashige & Skoog, 1962) ou Knudson C
modificado (Morel, 1965) adicionado com &cido 3-indol butirico (IBA) nas concentracdes 0,0;
0,25:0,5; 0,75 0u1,0mg L™

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 5
(dois meios de cultivo e cinco concentragfes de AlB), totalizando dez tratamentos com seis
repeticoes.

As avaliagbes foram realizadas apos 30 e 60 dias da instalagdo do experimento,
sendo avaliados o nimero e o comprimento médio de raizes por explante.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e a
comparacdo de médias, realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o
programa ESTAT.

RESULTADOS

1. Germinacé&o das sementes

Apoés trés meses da introducdo em meio MS, %2 MS e Knudson C, observou-se, em
todos os frascos, a germinagdo das sementes as quais apresentavam mindsculos
pseudobulbos, ou seja, protocormos. O tempo de germinacgédo varia de acordo com o género
ou espécie e até mesmo de acordo com o meio de cultura analisado. Enquanto que,
plantulas de Gongora quinquenervis, no mesmo periodo apresentavam aproximadamente
50 mm de altura (MARTINI et al., 2001).

! Sistema para Andlises Estatisticas: v. 2.0 do Pdélo Computacional/Depto. Ciéncias Exatas —
UNESP/FCAV — Campus de Jaboticabal.
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2. Crescimento e multiplicacdo dos explantes

Aos 30 e 60 dias, observou-se que ndo houve efeito da interagdo entre os meios de
cultura e as concentracdes de BAP no comprimento dos explantes originais € no numero e
comprimento dos brotos emitidos. Contudo, a concentragdo de BAP afetou o numero de
brotos aos 30 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia das caracteristicas comprimento dos explantes,
namero e comprimento médio de brotos de Prosthechea fragrans produzidos, aos 30 e 60

dias apos a instalacdo do experimento.

Teste de F

Causas de Variacao G.L.  Comprimento dos N° de brotos por ~ Comprimento

explantes originais explante médio dos brotos

(cm) (cm)

30 dias 60 dias 30dias 60dias 30dias 60 dias
Meio de cultura (M) 2 1,75™ 2,06™ 0,06™  287™ 066™ 095™
Concentracdo de BAP 3 1,41"™ 0,28 ™ 3,20* 0,89™ 2,74"™ 2,98 "™
M x BAP 6 1,23"™ 1,52 "™ 0,65" 0,93"™ 1,42 "™ 0,82"
Residuo 48
C.V. (%) 5,47 7,77 18,84 21,67 1,00 2,82

ns

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; nao
significativo. Os dados foram transformados em raiz quadrada (x + 1).

O maior numero de brotos por explante foi observado nos meios de cultura com
adicdo de 1,0 mg L de BAP, aos 30 dias (Figura 3A). De acordo com RAMOS e
CARNEIRO (2007), a adi¢éo de 0,5 mg L™ de BAP em meio MS proporcionou um acréscimo
de 73% na producdo de novas brotacdes, havendo reducdo pela metade quando
suplementado com 2,0 mg L™ de BAP.

(A)

1,8 + 1,67a
1,60a 1,60A

14 - 1,40a 1.33a

1,2 -
1 70878 0,87B 0.93AB
0,8 - W 30 dias

60 dias
0,4 -

0,2 -

Numero de brotos por explante

0 1 2 3

Concentragido de BAP (mg L)
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(B)
0,16 - 0,15a
0,14 - 0,13a

0,12 -
0,10a

0,08a
0,08 -

W 30 dias

0,04A 60 dias
0,04 - 0,03A

0,02A
0,02 - 0,01A .
. =
0

1 2 3

0,06 -

Comprimento médio dos brotos (cm)

Concentragdo de BAP (mg L)

Figura 3. Efeito das concentrac6es de BAP no comprimento dos brotos (A) e no nimero de
brotos (B) dos explantes de Prosthechea fragrans, aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).

3. Enraizamento dos explantes

N&o houve diferenga significativa na adicdo de AIB aos meios de cultura em relacdo
ao numero e comprimento de raizes (Tabela 2). Contudo, observaram-se respostas
diferentes para os meios de cultura, sendo o meio Knudson C 0 que proporcionou maiores
nameros e comprimentos de raizes aos 30 e 60 dias (Tabela 3).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para nimero e comprimento médio das raizes

dos explantes de Prosthechea fragrans cultivados nos meios Knudson C e MS, aos 30 e 60
dias.

Causas de Variacéo G.L. Q.M.
N° de raiz por explante Comprimento médio de raiz (cm)
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Meio de Cultura (M) 1 1.37** 1.03* 0.21** 0.03™
Concentragéo de AIB 4 0.10™ 0.40™ 0.04™ 0.09*
M x AIB 4 0.063™ 0.14™ 0.019™ 0.04™
Residuo 50
C.V. (%) 23,30 30,01 11,99 14,77

** © * gignificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; "™ néo significativo.
Os dados foram transformados em raiz quadrada (x + 1).

Com relacdo as concentragbes de AIB (Tabela 2), ndo houve diferencas para o
namero de raizes (Figura 4), aos 30 e 60 dias de cultivo. Observaram-se diferencas apenas

aos 60 dias, onde obteve maior comprimento de raizes na concentracdo de 0,5 mg L?
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(Figura 5). O AIB é umas das auxinas mais utilizadas para induzir enraizamento (ORI, 2006).
Contudo, pode promover maior nimero de raizes em associacdo com outras auxinas
(HARTMANN e KESTER, 1983).

Tabela 3. NUmero e comprimento médio das raizes dos explantes de Prosthechea fragrans

cultivados nos meios Knudson C e MS, aos 30 e 60 dias.

Meios N° de raizes Comprimento das raizes
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Knudson C 1.53A 1.62A 1.23A 1.22A

MS 1.23B 1.36B 1.10B 1.17A

Médias seguidas da mesma letra nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

3 -
£ 2,42a
S 2,5 - ’
a
3
g
2 15 133 1,50a 1,50a
N Lo 998 25A
‘o ’ 1,17A 1.17A .
- 1,00A ' m 30 dias
3 1 - 0,92a
o 60 dias
5 0,58A
"
2

0 .

0 0,25 0,5 0,75 1

Concentragdo de AIB (mg L)

Figura 4. Efeito das concentracdes de AIB no nimero de raizes de Prosthechea fragrans
nos explantes provenientes dos meios Knudosn C e MS. Médias seguidas da mesma letra

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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0,8 - 0,75a

0,7 1 0,63ab

0.6 1 0,52ab
0,52A 0.50A 52a

0,5 -

Comprimento médio das raizes por
explante (cm)

0,43a
0,40A
0,4 -
0,29A 0,30b m 30 dias
0,3 -
0.21A 60 dias
0,2 -
0’1 _]
O _
0 0,25 0,5 0,75

X 1

’ ’

Concentragdo de AIB (mg L)

Figura 5. Efeito das concentracdes de AIB no comprimento médio das raizes de
Prosthechea fragrans, aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

Segundo PERES et al. (1999), o tratamento de explantes de Catasetum fimbriatum
com AIB favoreceu no comprimento da raiz, retardando a formacéo de brotos. De Acordo
com ORI (2006), o numero de raizes nos explantes de Phalaenopsis amabilis foi
estatisticamente igual entre os tratamentos dentro dos periodos de 30, 60 e 90 dias, apenas
apresentando diferenga significativa aos 120 dias com maior nimero de raizes sem adigao
de AIB e na concentragéo 0,2 mg L™* de AIB, com menores valores significativos para 1,0 e
5,0 mg L™ de AIB.

CONCLUSOES

e E viavel a germinacdo de Prosthechea fragrans nos meios de cultura MS, % MS e
Knudson C.

e Meios de cultura com adicéo de 1,0 mg L™ de BAP proporcionam maior nimero de
brotos por explantes de Prosthechea fragrans.

e O meio Knudson C proporciona maiores ndmeros e comprimentos de raizes de
Prosthechea fragrans.

e Maiores comprimentos de raizes séo obtidos na concentracéo de 0,5 mg L™ de AIB.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGAGCAO DE Maxillaria splendens POEPP. & ENDL. 1836

METODOLOGIA

1. Localizagdo

O presente trabalho foi realizado no periodo de agosto de 2008 a julho de 2009, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal — BIOVEG do Centro de Ciéncias Agrarias —
CECAJ/UFAL, localizado em Rio largo-AL, a 9° 27’ 57 latitude S, 34° 50’ 1” longitude W e
127m de altitude.

2. Coleta, preparo e inoculacdo do material vegetal

Céapsulas maduras de Maxillaria splendens (Figura 3) foram coletadas em orquidea
cultivada no BIOVEG em Maceié — AL, posteriormente, foram desinfestadas de acordo com
a seguinte sequéncia:

— Lavagem por 2 minutos em agua destilada com 3 gotas de detergente Tween 80;

— Lavagem por 1 minuto em solug&o de 100 mL de &lcool;

— Imerséo por 30 minutos em solugédo de 50 mL de agua sanitaria comercial (2,5%

de hipoclorito de s6dio) e 50 mL de agua estéril;

— Imerséo por 20 minutos em solugcédo de 60 mL de agua sanitaria comercial (2,5%

de hipoclorito de s6dio) e 40 mL de agua estéril;

— E lavagem em agua estéril por trés vezes.

Apos desinfestacdo, dentro da camara de fluxo laminar, as capsulas de M. splendens
foram abertas no sentido de sua deiscéncia, utilizando-se pinca e bisturi e as sementes
inoculadas em frascos de vidro transparente contendo o meio MS (Murashige & Skoog,
1962), ¥2 MS (metade das concentracdes dos macro e micronutrientes do MS) ou Knudson
C modificado (Morel, 1965).
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O meio MS foi enriquecido com 30 g L™ de sacarose, sendo 0 meio Knudson C com
20 g L™ de sacarose. Todos 0s meios de cultura foram gelificados com 11 g L™ de Agar e pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos.

Figura 6. Capsulas maduras de orquidea Maxillaria splendens.

Os explantes introduzidos nos frascos de vidro contendo meio de cultura foram
cultivados em camara de crescimento a temperatura de 25°+2°C e intensidade luminosa de

20 pmol/m?/s.

3. Crescimento e multiplicagdo dos explantes

Apoés estabelecimento in vitro da espécie, foram instalados os experimentos de
multiplicacao.

No experimento foi introduzido um explante por frasco contendo meios MS ou %2 MS
para a orquidea M. splendens adicionados de 6-benzilaminopurina (BAP) nas concentracdes
0,0;1,0; 2,0 0u3,0mg L™

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4
(dois meios de cultivo e quatro concentracdes de BAP), com oito tratamentos e cinco
repeticoes.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e a
comparacdo de médias, realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o

programa ESTAT.

4. Enraizamento dos explantes

Explantes de M. splendens com 1,0 £ 0,2 cm de comprimento, obtidos do
experimento de multiplicagéo foram submetidos a experimentos de enraizamento nos meios
MS (Murashige & Skoog, 1962) ou Knudson C modificado (Morel, 1965) adicionado com
&cido 3-indol butirico (AIB) nas concentra¢des 0,0; 0,25; 0,5; 0,75 ou 1,0 mg L™.
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 5
(dois meios de cultivo e cinco concentracdes de AlB) com dez tratamentos e seis repeticoes.

As avaliagBes foram realizadas apos 30 e 60 dias da instalacdo do experimento,
sendo avaliados o nimero e o comprimento médio de raizes por explante.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia (ANOVA), e a
comparacdo de médias, realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o
programa ESTAT.

RESULTADOS

1. Germinagé&o das sementes

Ap0s trés meses da introducdo em meio MS, %2 MS e Knudson C, observou-se, em
todos os frascos, a germinacdo das sementes, apresentando mindsculos protocormos.
BACH e CASTRO (2004), observou a germinagdo de Cattleya sp em 30 dias. Segundo
KALIMUTHU et al. (2007), existem orquideas que germinam mais rapido como observado

em Oncidium sp que germinam dentro de duas semanas.

2. Crescimento e multiplicacdo dos explantes

N&o houve efeito da interagdo entre os meios de cultura e as concentracdes de BAP
no comprimento dos explantes e no nimero e comprimento dos brotos emitidos, aos 30 e 60
dias (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia das caracteristicas comprimento dos explantes
de nimero e comprimento médio de brotos de Maxillaria splendens produzidos, aos 30 e 60

dias ap0s a instalacao do experimento.

Teste de F

Causas de Variacdo G.L. Comprimento do N° de brotos por Comprimento

explantes originais (cm) explante médio dos brotos

(cm)

30 dias 60dias 30dias 60dias 30dias 60 dias
Meio de cultura (M) 1 2,36 ™ 2,25"™ 0,05™ 026™ 1,78™ 0,32™
Concentracio de 3 0,26 "™ 1,01 " 095™ 1,24™ 045™ 058"
BAP (BAP)
M x BAP 3 037" 0,34" 1,11"™ 2,72™ 094™ 1,16™
Residuo 32
C.V. (%) 7,44 14,03 23,00 25,61 1,08 2,07

ns =

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade; nao
significativo. Os dados foram transformados em raiz quadrada (x + 1).
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Nem os meios e nem as concentragdes de BAP tiveram efeito significativo no
comprimento dos explantes, numero e comprimento de brotos por explante. As
concentracdes de BAP também ndo apresentaram efeito no cultivo in vitro de orquidea
Cattleya x mesquitae cuja maior concentracdo de BAP no meio de cultura, 2,0 mg L™,
mostrou-se prejudicial, promovendo uma reducdo de 50% na producdo de novas brotactes
(RAMOS e CARNEIRO, 2007).
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Figura 7. Efeito das concentracdes de BAP no comprimento dos explantes (A), no nUmero
de brotos (B) e no comprimento dos brotos (C) dos explantes de Maxillaria splendens, aos
30 3e 60 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas da mesma letra nao diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).
3. Enraizamento dos explantes

N&o houve diferenca significativa entre os meios de cultura, aos 30 e 60 dias, para o
namero e comprimento médio das raizes (Tabela 5 e 6). A concentracdo de AIB nédo
apresentou efeito significativo sobre o nimero de raizes (Tabela 5 e Figura 8). Quanto ao
comprimento médio das raizes observou-se aos 60 dias que a melhor concentracao foi de 1
mg L™ de AIB ao meio MS (Figura 9). Contudo, em hibrido de Cattleya, para promover o
comprimento médio do sistema radicular, 0 meio Knudson € inibitério e as vitaminas do meio
MS séo benéficas (SILVA, 2003).

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para numero e comprimento médio das raizes
dos explantes de Maxillaria splendens cultivados nos meios Knudson C e MS, aos 30 e 60

dias ap0s a instalacao do experimento.

Causas de Variacéo G.L. Teste de F

N° de raiz por explante Comprimento médio de raiz

(cm)

30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
Meio de Cultura (M) 1 0,10"™ 0,06™ 0,01™ 0,04 ™
Concentragéo de AIB 4 0,04 ™ 0,18"™ 0,06 ™ 0,30*
M x AIB 4 0,39™ 0,20™ 0,09* 0,14 "
Residuo 50
C.V. (%) 31,68 35,93 15,59 25,93

** € x gignificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; " n&o significativo.
Os dados foram transformados em raiz quadrada (x + 1).
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Tabela 6. NiUmero e comprimento médio das raizes dos explantes de Maxillaria splendens

cultivados nos meios Knudson C e MS, aos 30 e 60 dias.

Meios N° de raizes Comprimento das raizes
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Knudson C 1.46A 1.56A 1.18A 1.34A

MS 1.37A 1.50A 1.14A 1.29A

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

2,5 -
° 2,17a
=
c
s 2 - 1,83a
o
o 1,67a
8 15 | 1423 ) 4on 1,42A
] 1,00a
& L17A 1,08A
e 1 J0.92A m 30 dias
[}
o 60 dias
g 05 -
=1
2

0 .
0 0,25 0,5 0,75 1

’

Concentracgdo de AIB (mg L1)

Figura 8. Efeito das concentragfes de AIB no nimero de raizes de Maxillaria splendens nos
explantes cultivados nos meios Knudson C e MS. Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

1,6 -
1,4 1,29ab 134a
1,2 -

1 .
0,79

0,8 -
0.62b 0,63A | 30 dias

06 1 0,49A
oa 0.20 0.44A 60 dias
, I W
0,5 0,75 1

0 0,25 E :

Comprimento médio das raizes por
explante (cm)

Concentragdo de AIB (mg L?)

Figura 9. Efeito das concentracdes de AIB no comprimento médio das raizes de Maxillaria
splendens, aos 30 e 60 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (5%).
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As auxinas sdo o0s Unicos reguladores de crescimento que aumentam
consistentemente a formacdo de primérdios radiculares, pelo menos em tecidos que
naturalmente apresentam certa predisposicdo ao enraizamento (HAISSIG, 1972), contudo
as respostas as auxinas ndo sdo universais (HARTMANN e KESTER, 1983), ou seja,
algumas espécies enraizam com dificuldade ou n&o enraizam, mesmo com a utilizagéo
deste tipo de regulador (ORI, 2006).

Houve interacdo entre os meios de cultura e a concentracdo de AIB para
comprimento de raizes aos 30 dias (Tabela 5 e Figura 10). O comprimento de raizes foi
afetado pelo aumento da concentracdo de AIB no meio MS, sendo o0 maior comprimento

obtido com a adicdo de 1,0 mg L™,

0[9 _ O,88a

0,80A
0,8 -

0,7 -

0,6 -
0,50A 0,49ab

051 0,38
0,4 - 38A B Knudson
0,3 - 0.22A 0,25ab MS
02 - 0,16A
! 0,1lb 0,08b
011 | I
0 0,5 0,75 1

0,25 X

Comprimento médio das raizes (cm)

o

’

Concentragdo de AIB (mg L)

Figura 10. Interac@o entre os meios de cultura e a concentragédo de AIB no comprimento de

raizes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

CONCLUSOES

e E viavel a germinagéo de Maxillaria splendens nos meios de cultura MS, % MS e
Knudson C.

e O meio MS resulta em maiores comprimentos para os explantes de Maxillaria
splendens.

e A adicdo de 1 mg L™ de AIB ao meio MS proporciona maior comprimento médio das

raizes de Maxillaria splendens.
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