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RESUMO

Orchidaceae é considerada a maior familia de plantas com flores, englobando cerca
de 35 mil espécies, o que corresponde a um sétimo de todas as plantas com flores.
O género Cymbidium é constituido por um grupo numeroso de espécies e de plantas
hibridas, estas ultimas originadas a partir de trabalhos horticolas de melhoramento
genético. A multiplicagdo deste género possui limitagbes como baixas taxas de
germinagao e alta especificidade nos processos de desenvolvimento. Além disso,
plantas hibridas dificilmente produzem sementes e quando as produzem, estas sdo
na maioria inférteis. Desse modo, técnicas de propagacéao /n vifro que possibilitem e
acelerem a producédo de mudas sado essenciais para a horticultura. Outra vantagem
da micropropagacao € a obtengao de populagdes homogéneas oriundas de matrizes
melhoradas geneticamente. A micropropagacao vem sendo utilizada como método
de propagacao clonal em larga escala de plantas comercialmente importantes, como
por exemplo, espécies da familia Orchidaceae. O material de estudo foi o hibrido de
Cymbidium ‘Joy Polis’. Este hibrido possui uma inflorescéncia ereta com flores
numerosas de coloragao avermelhada, a qual € muito apreciada comercialmente, e
para tanto, se necessita de mudas de boa qualidade fitossanitaria em grande
quantidade. Sendo assim, a multiplicagdo desse hibrido por meio da
micropropagacao possibilitara a produ¢do massal de mudas. O objetivo do presente
trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagagcao a partir de meristemas
obtidos de gemas axilares, acompanhado de analises morfo-anatébmicas. Foram
testadas diferentes concentracbes e diferentes fitorreguladores, isolados ou
combinados para aumentar a taxa de multiplicacao /n vitro deste hibrido. Além disso,
foi descrita a morfo-anatomia do desenvolvimento do disco de protocorméide (PLB)
até a formacao de novos PLBs e foram estabelecidas as condi¢des adequadas para
a aclimatizacdo de mudas em casa-de-vegetacao.

Palavra-chave: Orquidea, micropropagacao, fitorreguladores, morfologia
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ABSTRACT

The Orchidaceae are considered the biggest family of flowering plants, with about
35.000 species, which represent the seventh part of all flowering plants. Cymbidium
genus is formed by a numerous group of species and hybrids, the last one originated
through genetic improvement. Hybrid plants rarely produce seeds and even when
they produce, they are almost infertile. Thus /n vifro techniques that accelerate the
plant multiplication are essential for horticulture. Another advantage of
micropropagation is the possibility to obtain homogeneous populations originated
from genetically improved plants. Micropropagation has been used to clone
commercially important species in large scale, for example Orchidaceae species. The
choosen species was Cymbidium ‘Joy Polis’. This hybrid has an erect inflorescence
with numerous red flowers, that is commercially appreciated, and so, needs a large
number of plants with good sanitary conditions. The multiplication of this hybrid
through micropropagation will thus enable plant mass production. The objective of
this work was to establish a micropropagation protocol using axillary buds. Different
concentrations of two growth regulators (BA and NAA), alone or combined, were
tested in order to improve the /n vitro multiplication rate of this hybrid. Morphology
and anatomy of transverse sections of protocorm-like body (PLB) forming new PLBs
were described and the adequate conditions of plant acclimatization in green house
were established.

Key words: Orchid, micropropagation, growth regulator, morphology
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1 INTRODUGAO GERAL

Orchidaceae é provavelmente a maior familia de plantas com flores, sendo
estimadas em cerca de 35 mil espécies distribuidas em aproximadamente 1800
géneros, correspondendo a um sétimo de todas as plantas com flores. Estao
amplamente distribuidas, porém com maior diversidade nas montanhas tropicais
(DRESSLER, 1993; WATANABE, 2002). Orquideas sao monocotiledéneas,
herbaceas e perenes, podendo ser epifitas, terrestres e rupicolas (BLACK, 1984). O
género Cymbidium é constituido por um grupo numeroso de espécies e plantas
hibridas originadas a partir de trabalhos de melhoramento genético (LORENZI e
SOUZA, 2001).

As orquideas produzem um grande numero de sementes, cada capsula pode
conter até 500 mil sementes (WATANABE, 2002). Porém, em condi¢des naturais,
estima-se que somente 5% delas germinam. Isto ocorre em virtude destas sementes
nao possuirem endosperma com reservas nutritivas e ndo possuirem a capacidade
de utilizar diretamente o substrato na natureza, necessitando de associagdo com
micorrizas (RAO, 1977; BAJAJ, 1992). Além disso, mudas obtidas por fecundagao
cruzada possuem alta taxa de heterogeneidade, ndo sendo portanto esta técnica a
mais indicada para producdo em larga escala (PIERIK, 1990). Os métodos
convencionais de propagacgao vegetativa pela separagéao, divisdo de touceiras ou de
pequenas mudas que se formam nos rizomas e em hastes florais sdo extremamente
lentos, apesar de proporcionarem uma descendéncia geneticamente idéntica a
planta matriz (SAGAWA e KUNISAKI, 1984). Portanto, esse método também néo é
viavel em escala comercial (REINERT e MOHR, 1967).

A multiplicacdo de Cymbidium possui limitagbes como uma baixa taxa de
germinagao. Além disso, plantas hibridas dificimente produzem sementes ou
quando as produzem sao na maioria estéreis. Portanto, técnicas de propagacao /n
vitro que possibilitem e acelerem a produ¢cdo de mudas s&o essenciais para a
horticultura. Outra vantagem da micropropagagédo € a obtencdo de populacdes
homogéneas oriundas de matrizes melhoradas geneticamente (HASEGAWA e GO,
1987).



Técnicas de propagacdo /n vifro aceleram a produgdo de mudas e sao
essenciais para a horticultura (MUKHOPADHYAY e ROY, 1994). Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Floricultura, o mercado internacional de flores e plantas
ornamentais movimenta anualmente em torno de 100 bilhdes de dodlares
(IBRAFLOR, 2003). O principal importador e exportador desses produtos é a
Holanda, que, em 1995, comercializou 67 milhdes de dolares somente em orquideas
do género Cymbidium (CASTRO, 1998). O desenvolvimento do método de
germinagao de sementes /in vifro por Knudson, em 1922, abriu caminho para outros
estudos visando & propagacao vegetativa in vitro (READ e SZENDRAK, 1998).

Técnicas de propagacao /n vitro de orquideas também sao citadas por varios
autores como meio de conservacdo de espécies raras ou ameacadas de extingao
(AGRAWAL et al., 1991; SEENI e LATHA, 1992; De PAUW et al., 1995; RAMSAY e
STEWART, 1998).

A micropropagacéo é utilizada para a propagacao clonal em grande escala de
plantas comercialmente importantes, como, por exemplo, espécies da familia
Orchidaceae. As maiores vantagens do cultivo /n vifro sdo a multiplicagédo rapida e a
obtengcdo de populagdes homogéneas oriundas de matrizes melhoradas
geneticamente (GOVIL e GUPTA, 1997). Nessa técnica podem ser utilizados tecidos
meristematicos, constituidos por grupos de células indiferenciadas, que estao
localizados nos apices de caule e raiz e nas axilas das folhas. As células desse
tecido sao totipotentes, isto €, possuem a capacidade de se regenerar e se
diferenciar em diferentes 6rgaos e tecidos (KYTE e KLEYN, 1996). Os tecidos
meristematicos possuem maior estabilidade na regeneragcédo de plantas do que
tecidos diferenciados, pois nesses tecidos ndo ha a necessidade de formacao de
calos (LAMEIRA et al., 2000).

A cultura /n vifro de tecidos meristematicos permite produzir centenas de
clones de plantas previamente selecionadas, muitas delas hibridas, mantendo assim
o0 genodtipo e fendtipo, e ainda eliminar virus de plantas matrizes infectadas
(CASTRO et al., 2002). A eliminagédo de virus é baseada no fato de que a regido
meristematica € a unica nado infectada devido a alta taxa de divisdo celular e a
auséncia do sistema vascular (NORTHEN, 1990; CARVALHO, 1999). Essa limpeza
viral € muito importante em razdo de nao existirem espécies de orquideas totalmente

resistentes (WISLER et al., 1986). Mudas destacadas de plantas contaminadas



carregam consigo a infecgao viral. A transmissao viral também se da pelo método de
colheita de flores, com o uso de instrumental contaminado, ampliando a
disseminacgao nos orquidarios (ZETTLER et al., 1978). Os virus mais frequentes séo
o0 do mosaico do Cymbidium e da mancha-anelar do Odontoglossum. Plantas
infectadas sédo geralmente incineradas (ISHII, 1974).

A micropropagacgao pela proliferagcdo de gemas axilares € a técnica mais
utilizada. Essas gemas sao estimuladas a crescer formando protocormdides
(“protocorm like body” ou PLBs) que, cultivados, originam novos explantes
(CARVALHO, 1999). Protocormdides sao caracterizados como estruturas
semelhantes aos protocormos que sao gerados a partir da germinacédo de sementes
de orquideas, os quais sdo descritos como uma pequena estrutura esférica e
esverdeada. Na maioria das orquideas as gemas laterais sdo claramente visiveis
nas axilas das folhas, parecendo como uma pequena saliéncia (ARDITTI e ERNST,
1993).

Para a cultura de células, tecidos ou 6rgaos de plantas sao utilizados meios
nutritivos para fornecer as substancias essenciais para o crescimento e
desenvolvimento /n vifro. Além disso, a composicdo e a concentracdo dos
reguladores de crescimento no meio determinam o padrdao de desenvolvimento
(CASTRO et al., 2002). Para o cultivo /in vifro de tecidos vegetais de orquideas
utiliza-se o meio de cultura inicial liquido para a formacao de PLBs. Ja para evolucao
destes em plantulas utiliza-se o meio sdlido (PIERIK, 1990). Meio de cultura liquido,
quando agitado, aumenta o contato entre os tecidos e o meio melhorando o
crescimento e desenvolvimento (ARDITTI e ERNST, 1993). No entanto, estudos
indicam que meristemas de Cymbidium quando cultivados em meio de cultivo liquido
ou solido ndo apresentam diferencas no desenvolvimento tanto para meristema
apical como para meristema de gemas laterais (DALLA ROSA e LANERI, 1977).

Os meios de cultivo mais empregados para este género sao o de
MURASHIGE e SKOOG (1962) (MS) e o de KNUDSON (1946) (KC). A adicao de
fitorreguladores melhora o desenvolvimento e crescimento dos PLBs. A adi¢cdo de
acido naftaleno acético (ANA), de 5,37 a 53,71 pM, parece aumentar
consideravelmente a produgao de brotagbes durante os primeiros noventa dias de
cultivo, principalmente quando combinada a 44,38 uM de BAP (6-benzilaminopurina)
(ARDITTI e ERNST, 1993).



Um dos maiores problemas encontrados no cultivo /n vifro de explantes de
orquideas é a exsudagao fendlica. Portanto, sao necessarios estudos para
desenvolver um protocolo que aumente o rendimento e eficiéncia desta técnica
(GEORGE, 1993). Segundo ARDITTI e ERNST (1993) as publicagbes sobre a
cultura de células e tecidos vegetais a partir de orquideas adultas sao escassas e 0s
protocolos necessitam de maior detalhamento, constatando-se isso até os dias
atuais. Nas publicagbes mais antigas, muitas vezes nao sado explicitados dados
numéricos como o numero de repeticdes, numero de explantes que produziram
PLBs ou que morreram, ou ainda partem de um numero muito reduzido de
explantes, nao possibilitando uma analise estatistica satisfatoria (WIMBER, 1963).

Dessa forma foi desenvolvido um protocolo de micropropagacao, a partir de
meristemas obtidos de gemas axilares, utilizando discos de PLBs de Cymbidium ‘Joy

Polis’ (Anexo 1), acompanhado de estudos morfo-anatémicos.
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CAPITULO |

Efeito da BAP na formag¢ao e na morfo-anatomia de protocormoides
(PLBs) de Cymbidium ‘Joy Polis’



RESUMO

O género Cymbidium Hort., pertencente a familia Orchidaceae, € constituido por um
grupo numeroso de espécies e plantas hibridas importantes economicamente como
plantas ornamentais. Protocorméides (“protocorm like body” ou PLBs) sédo estruturas
muito semelhantes ao protocormo, o qual é a extensao do estadio embrionario que
ocorre durante a germinacao das sementes de orquideas. PLBs apresentam alto
potencial morfogénico, demonstrando alta capacidade de regeneragdo. Dessa
forma, tém sido utilizados como explantes. Essa técnica tem como vantagens a
economia de tempo e de material, além de ser mais eficiente que outras técnicas
convencionais que utilizam outras partes da planta como explantes. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de regeneragdo de PLBs com a
utilizacao de diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP). PLBs oriundos
de meristemas, de Cymbidium ‘Joy Polis’, foram seccionados transversalmente,
dando origem a dois discos de 0,7 a 1,0 mm de espessura e 0,3 a 0,4 cm de
didmetro. O meio de cultura utilizado foi o MS com a adigdo de BAP nas seguintes
concentracgodes: 0, 5, 10, 20 e 40 uM. Apd6s 90 dias foram avaliados 0 numero médio
de PLBs, brotacdes e plantas formados por disco, a altura das brotacées acima de
0,5 cm e a porcentagem de explantes necréticos. A origem dos PLBs foi direta pela
proliferacdo das células das camadas epidérmicas e subepidérmicas. O tratamento
com 20 uM de BAP foi melhor para a variavel numero médio de PLBs por disco
(9,95). Porém, somente os tratamentos com 5 e 10 uM de BAP apresentaram
brotacdes (3,29 e 1,61 por disco), além de PLBs (2,71 e 6,72 PLBs por disco,
respectivamente). Explantes necréticos foram encontrados em todos os tratamentos,
porém em maior porcentagem no tratamento com 40 pM de BAP (26%). A
concentracdo de 20 uM de BAP foi a mais indicada para a regeneragao dos discos
de PLBs.

Palavras chave: Orchidaceae, micropropagacéao, propagagao /n vitro, fitorregulador.
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ABSTRACT

The Cymbidium Hort. genus, Orchidaceae family, has numerous species and
hybrids, which are economically important as ornamental plants. Protocorm-like
bodies (PLBs) are structures very similar to the protocorm, which is the extension of
the embryonic state after orchid seed germination. PLBs have high morphogenetic
potential, showing high regeneration capacity. So, they have been used as explants
for multiplication. The advantages of this technique are the shorter time, use of few
material and the fact that it is more efficient than other techniques that uses explants
from other plant parts. The objective of this study was to develop an efficient protocol
for regeneration from PLBs, by the addition of N® — benzyladenine (BA) at different
concentrations, into culture medium. PLBs obtained from meristems of Cymbidium
‘Joy Polis’, were cut transversally, forming two thin sections 0.7 to 1 mm thick and
with 0.3 to 0.4 cm of diameter. The culture medium was MS, supplemented with the
following BA concentrations: 0; 5; 10; 20 and 40 uM. After 90 days, the number of
PLBs, shoots and plants formed per section, the shoot height up to 0.5 cm and the
percentage of necrotic explants were evaluated. The PLBs were originated directly by
proliferation of cells from the epidermal and subepidermal layers. The concentration
of 20 uM BA gave the best number of PLBs per section (9.95). Shoots were
observed only in the treatments with 5 and 10 uM BA (3.29 and 1.61 per section,
respectively), as well as PLBs (2.71 and 6.71 per section, respectively). Necrotic
explants appeared in all treatments, but in higher rates in the presence of 40 uM BA
(26%). The concentration of 20 yM BA was the most indicated for regeneration from
PLBs sections.

Key words: Orchidaceae, micropropagation, /n vifro propagation, growth regulator
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2.1 INTRODUCAO

A maioria das espécies de orquideas sido acotiledonares e seu embridao pode
ser comparado a fase globular dos embrides das dicotiledéneas por se apresentar
como uma massa de células indiferenciadas (HARRISON e ARDITTI, 1978). Esses
autores também observaram nos protocormos dois tipos celulares: células pequenas
e com conteudo denso no polo meristematico e, no pélo oposto, células com nucleos
evidentes e vacuolos. Segundo LEROUX et al. (1997), a regiao apical do protocormo
constitui um promeristema e logo abaixo dessa regido observam-se corddes de
células procambiais e a porgao basal formada por tecido parenquimatico.

A presenga de protocormos é unica dentre as fanerégamas e pode ser
considerada como uma extensdao do estadio embrionario que ocorre fora das
sementes (DRESSLER, 1993; LEROUX et al.,, 1997). O desenvolvimento do
protocormo apdés a germinagdo da semente € lento e ocorre com o aumento de
volume e diferenciagéo dos tecidos, originando a plantula (BARABE et al., 1993).

De acordo com ARDITTI e ERNST (1993), explantes como tecidos ou calos
de orquideas /in vitro formam PLBs, os quais sao caracterizados como estruturas
semelhantes aos protocormos. Porém, na literatura sdo escassos os trabalhos que
demonstrem a real semelhanga entre esses dois tipos de estruturas. Nos ultimos
anos, o PLB tem sido utilizado como explante, pelo uso de discos transversais, para
acelerar a multiplicagdo /in vifro de algumas espécies de orquideas. Esse uso se
deve ao alto potencial morfogénico dos PLBs. Como os PLBs demonstram alta
capacidade de regeneragao, essa técnica tem como vantagens a economia de
tempo e de material, além de ser mais eficiente que outras técnicas convencionais
que utilizam outras partes da planta como explantes. No entanto, esse sistema de
cultura tem sido pouco explorado para espécies de orquideas comercialmente
importantes (NAYAK et al., 2002).

BEGUM et al. (1994) utilizaram discos longitudinais de PLBs oriundos da
cultura /n vitro de regiao apical de brotagdes de Cymbidium. Esses discos possuiam
a capacidade de produzir novos PLBs quando cultivados na presenca de 4,4 uM de
BAP e 0,54 uM de ANA, sendo que todos os explantes formaram novos PLBs em

oito semanas.
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Utilizando a regido apical de plantulas derivadas de germinagao /in vifro da
espécie Cymbidium aloifolium (Orchidaceae), desenvolveram-se PLBs, apés 50 - 60
dias, nos quais foram feitas seccdes transversais de aproximadamente 0,5 mm de
espessura. A regeneragao dos discos com a formagao de novos PLBs foi melhor em
meio de cultivo MS com a adicao de 14 uM de zeatina ribosideo (ZR) e 22 uM de
BAP, apresentando, respectivamente, 89,03% e 68,03% de explantes que formaram
PLBs em 10 semanas (NAYAK et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de
regeneracdao de PLBs, comparando diferentes concentracdes da citocinina BAP e
acompanhar as alteragdes morfologicas e histolégicas durante a regeneragao dos
PLBs.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagagao
Vegetal e a analise anatdbmica no Laboratério de Boténica Estrutural do
Departamento de Botanica, do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

2.2.1 Condigdes de cultivo in vitro

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2°C, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 pmol.m?.s™'. As lampadas
utilizadas foram do tipo luz branca da marca Philips® 32W/64RS, as quais ficavam a
uma distancia de 40 cm dos frascos. Os frascos utilizados nos experimentos
possuiam trés centimetros de diametro e sete centimetros de altura, capacidade de
55 ml, e continham 10 ml de meio de cultura e foram tampados com aluminio e

vedados com filme de PVC.

2.2.2 Origem do material vegetal

Foram coletadas brotagdes laterais de 5 a 7 cm de comprimento de hibridos
de Cymbidium ‘Joy Polis’ (Figura 1.1A). Estas foram fornecidas pela RF Orquideas
situada em Campo Largo, Parana.

As brotacgdes laterais do género Cymbidium (Figuras 1.1B-C), descritas acima,
foram desinfestadas com etanol 70% por 5 minutos, e em seguida em hipoclorito de
sodio a 2% com Tween 20 a 0,1% por 15 minutos. Posteriormente, foram feitas
lavagens em agua destilada autoclavada. Com o auxilio de microscopio
estereoscopico e com pingas e bisturis foram expostas as gemas (Figura 1.1D) e
isolada a regido meristematica com dois primérdios foliares adjacentes. Os
meristemas foram cultivados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) sem a
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adicdo de fitorreguladores, inicialmente ficaram 15 dias no escuro e posteriormente
sob fotoperiodo de 16 horas.

Foram utilizados como fonte de explantes os PLBs formados a partir dos
meristemas apds 60 dias. Durante quatro semanas foram avaliadas a porcentagem
de contaminagdo microbiana, de oxidacdo fendlica e de sobrevivéncia dos

explantes.

2.2.3 Regeneragao de PLBs

Os PLBs oriundos dos meristemas (Figura 1.2A) foram seccionados
transversalmente, com o auxilio de microscépio estereoscédpico, dando origem a dois
discos de 0,7 a 1,0 mm de espessura e 0,3 a 0,4 cm de didmetro, eliminando o apice
e a base.

Todos os experimentos /n vitro foram realizados em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose e 6 g L' de agar (Vetec®),
com pH ajustado para 5,8 com NaOH ou HCI 0,1 N, e esterilizado em autoclave a
121°C por 20 minutos. O fitorregulador testado foi BAP nas seguintes
concentragdes: 0; 5; 10; 20 e 40 uM. Apo6s 90 dias da instalagdo do experimento,
foram avaliados: o numero médio de PLBs formados por disco de PLB, o numero
meédio de brotagdes, o numero médio de plantas (os explantes que apresentavam
parte aérea e raiz desenvolvidas), a altura das brotacdes e plantas acima de 0,5 cm
e a porcentagem de explantes necroéticos. A medida da altura foi realizada da base
do explante até a regido de abertura das folhas (Figura 1.2B). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, sendo testados cinco tratamentos com
cinco repeticdes. A unidade experimental foi dez frascos com um explante cada,

totalizando 250 explantes para o experimento.
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FIGURA 1.1 - Cymbidium Joy Polis’. A. Planta matriz com flores; B. Planta matriz
com brotagao lateral; C. Brotagéo lateral; D. Brotagao lateral com a gema exposta
(seta). A. Barra =3 cm; B. Barra=1 cm; C. Barra = 2 cm; D. Barra = 0,5 cm.
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FIGURA 1.2 - Cymbidium ‘Joy Polis’. A. PLBs originados da regido meristematica da
gema apo6s 60 dias no meio de cultura MS; B. Brotacdo com uma escala (vertical)
indicando como foi realizada a medicéo da altura. Barra =1 cm.

2.2.4 Analise anatbmica

Para a analise anatdbmica qualitativa, foram coletadas amostras de discos de
PLBs cultivados in vitfro sem BAP, com 10 e 20 uM de BAP, a cada trés dias, as
quais foram fixadas em FAA 70 (JOHANSEN, 1940). Esses materiais foram
destinados a preparagcao de laminas permanentes, sendo incluidos em meta-
acrilatoglicol (historresina-Leica), segundo a técnica de FEDER e O'BRIEN (1968) e
as indicagdes do fabricante. Os blocos foram seccionados em micrétomo de rotagao,
e os cortes de 7 um de espessura foram corados com azul de toluidina (FEDER e
O’BRIEN, 1968). As laminas foram montadas com resina sintética (Permalte®). As
fotomicrografias foram realizadas em microscépio Zeiss com camera digital Sony
Cyber-shot P200® acoplada.

Para a analise da superficie dos PLBs em microscopia eletrénica de
varredura (MEV), o material botanico foi fixado em FAA 70, desidratado em série
alcodlico etilica, e posteriormente pelo método do ponto critico com CO; no
aparelho Bal-Tec CPD 030. Apds o ponto critico, o material foi colado em suportes

metalicos e metalizado com ouro, a vacuo, no equipamento Balzers Union FL 9496
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SCD 030. A andlise e o registro eletromicrografico foram realizados com
Microscépio Eletrénico de Varredura Jeol (JSM 6360 LV), no Centro de

Microscopia Eletronica da UFPR.

2.2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Inicialmente,
as variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo
teste de Bartlett. As variaveis cujas variancias mostraram-se homogéneas tiveram as
médias dos tratamentos testadas por meio do teste de F, enquanto que as que
apresentaram heterogeneidade tiveram seus valores transformados para posterior
analise. Quando as médias dos tratamentos foram diferentes estatisticamente, essas

foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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2.3 RESULTADOS

Os meristemas utilizados para a produgao de explantes apresentaram 36% de
contaminacao bacteriana e 10% de oxidagao fendlica. A alta porcentagem de
contaminagdo provavelmente deve-se ao fato de as brotagbes laterais se
desenvolverem proximas ao solo, dificultando uma eficiente desinfestacdo do
material. Dos meristemas inoculados, 54% sobreviveram e destes, 76,67%
produziram PLBs, possibilitando o desenvolvimento do experimento.

Os resultados das analises de variancia para as variaveis analisadas sao
apresentados nos Anexos 2 a 6 e o teste de Tukey para as médias de numero de
PLBs formados e altura das brotagdes na Tabela 1.1.

A equacao de regressao, ajustada para numero médio de PLBs formados por
disco de PLB em fungao das concentragdes de BAP testadas, revelou que o niumero
de PLBs tende a crescer com a elevacao da concentragao de BAP, até alcangar uma
concentracdo estimada de BAP de 25,23 pyM, iniciando uma queda no numero de
PLBs com o aumento da concentragéo até 40 uM de BAP (Figura 1.3).

Nos tratamentos com 20 e 40 uM de BAP, os explantes formaram uma massa
verde escura com pequenos PLBs (Figuras 1.4 T4 e Ts) e ndo apresentaram
brotagdes ou plantas (Tabela 1.1). O tratamento com melhores resultados foi 10 uM
de BAP, pois formou PLBs e brotagdes, os quais somados resultaram num total de
8,33 (6,72 + 1,61) e somente 4% de explantes necréticos. No entanto, o tratamento
com 20 uM de BAP resultou em 9,95 PLBs formados por disco e 14% de explantes
necroéticos. Dessa forma, os melhores resultados foram obtidos com a utilizagao de
10 e 20 uM de BAP. As plantas do tratamento sem fitorregulador desenvolveram
raizes e folhas alongadas (Figura 1.4 T4). Explantes necréticos foram encontrados
em todos os tratamentos, porém em maior porcentagem no tratamento com 40 uM
de BAP, sendo que esses explantes morreram e ndo desenvolveram PLBs.

Os PLBs em na presenca de BAP, quando tranferidos para o meio de cultura

sem fitorregulador, desenvolveram-se com a emissao da parte aérea e raiz.
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TABELA 1.1 - Regeneracédo de PLBs a partir de discos de PLB de Cymbidium ‘Joy
Polis’ cultivados em meio de cultura MS acrescido ou ndo de BAP

apos 90 dias.

Concentracdo Numero médio Numero médio de Altura das Explantes

de BAP (uM) de brotacdes por plantas por disco  brota¢des (cm) necroticos (%)

disco de PLB* de PLB
0 Oc 1,54 a 114 a 12b
5 3,29 a 0,19 b 0,71b 41
10 1,61b 0b 0,67 b 41
20 Oc 0b 14 b
40 Oc 0b 26 a
Coefictente de 3,09 28,94 14,92 44,10

variacao (%)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

*variavel transformada por raiz quadrada

Numero de PLBs/disco de PLB
(o))

4
R?=0,975
2 y = -0,0158x*+0,797x'+0,0868
O ! T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentragdes de BAP (uM)

FIGURA 1.3 - Numero de PLBs regenerados por disco de PLB de Cymbidium ‘Joy
Polis’ em meio de cultura MS em funcao da concentragao de BAP apds 90 dias.
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FIGURA 1.4 - Brotagdes de Cymbidium ‘Joy Polis’, obtidas a partir de discos de
PLBs cultivados em meio de cultura MS acrescido ou nao de BAP, apds 90 dias.
T1. sem BAP; T2. 5 uyM de BAP; T3. 10 uM de BAP.; T4. 20 uM de BAP; T5. 40 uM
de BAP.Barra =1 cm.

Os discos de PLBs, no meio de cultura sem fitorregulador, formam uma
protuberancia aos 21 dias, a qual, aos 30 dias, esta diferenciada em um PLB com
regido apical e pélos na base. Esse novo PLB formado, aos 45 dias, apresenta
regido apical desenvolvida com a emergéncia de primordios foliares e aos 60 dias é
possivel observar a emisséo da raiz (Figura 1.5A-D). Nos meios de cultura com 10 e
20 yM de BAP formaram-se varios PLBs na periferia dos discos (Figura 1.5E-M).
Também foi possivel observar novos PLBs laterais desenvolvendo-se nesses PLBs
(Figura 1.5L). O PLB apresenta formato esférico com uma regido apical contendo
primérdios foliares e uma regidao oposta com pelos absorventes (Figura 1.6A).
Poucos estdmatos foram visualizados na superficie do PLB (Figura 1.6B).

O PLB em seccao transversal, no momento da instalacdo do experimento,
apresenta formato arredondado. A epiderme é unisseriada, com células alongadas
no sentido transversal, e com poucos estdmatos e tricomas dispersos. Nas camadas
subepidérmicas ocorrem idioblastos com rafides. O tecido de preenchimento é
parenquimatico com células de diferentes tamanhos e formatos, e na regido central
ocorre um cilindro vascular envolvido pela endoderme (Figura 1.6C). O xilema e o
floema possuem organizacao de regiao de transicao entre o caule a raiz. Em secgéao
longitudinal, observa-se na regido apical um meristema caulinar com primordios
foliares envolvidos por uma estrutura inicialmente continua com epiderme interna e
externa, mesofilo parenquimatico e feixes vasculares, similar ao coleoptile de
embrides zigoticos (Figura 1.6D). Pela similaridade desta com o coledptile de
embrides zigoticos sera definida como tal no presente trabalho.

Os discos de PLBs aos nove dias em meio de cultura sem a adicdo de

fitorregulador ndao apresentam alteragdes visiveis (Figura 1.6E). Ja aos 12 dias,
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FIGURA 1.5 — Discos de PLBs de Cymbidium ‘Joy Polis’. A-D. Em meio de cultura
sem fitorregulador; E-H. Em meio de cultura adicionado de 10 uM de BAP; I-M. Em
meio de cultura adicionado de 20 yM de BAP. A, E e I. 21 dias de cultura; B, F e J.
30 dias de cultura; C, G e L. 45 dias de cultura; D, H e M. 60 dias de cultura; seta =
PLBs laterais. Barra = 0,5 cm.
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FIGURA 1.6 - PLBs de Cymbidium ‘Joy Polis’. A. PLBs em vista geral (MEV); B. detalhe de
um estbmato na superficie do PLB (MEV); C. Secgao transversal do PLB no dia zero; D.
Seccado longitudinal do PLB no dia zero, observar o meristema apical envolvido pelo
coledptile; E-H. PLBs cultivados em meio de cultura sem a adicao de BAP; E. Sec¢ao do
PLB aos nove dias de cultura; F. Sec¢ao do PLB aos 12 dias de cultura, observar a origem
de apices meristematicos; G. Seccao do PLB aos 21 dias de cultura, observar dois apices
meristematicos (setas); H. Seccdo do PLB aos 30 dias de cultura, verificar o inicio do
estrangulamento na base do novo PLB formado (seta). co = coleoptile. cp = cordao
procambial. cv = conexao vascular. mac = meristema apical caulinar. Barra A= 500 um.
Barra B= 10 um. Barra C-H= 400 um.
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pode-se observar a formagdo de meristemas apicais caulinares, protegido pelo
coleodptile, e conectado vascularmente ao tecido de origem (Figura 1.6F). Aos 21
dias de cultura, esses meristemas se desenvolvem dando origem a primérdios
foliares e tecido parenquimatico, aumentando de volume (Figura 1.6G). Esses
meristemas apicais originam novos PLBs que s&o observados aos 30 dias de
cultura. Os novos PLBs apresentam regido apical desenvolvida e conexao vascular
com o disco. Neste estadio de desenvolvimento, €& possivel observar o
estrangulamento na base desses PLBs, devido ao surgimento de uma zona de
abscisao (Figura 1.6H). Apos ocorrer o total desligamento dos PLBs com o tecido de
origem, eles se desprendem facilmente.

Os discos de PLBs, aos nove dias em meio de cultura com 10 uM de BAP,
apresentam protuberancias formadas pela divisdo celular da epiderme e camadas
subepidérmicas (Figura 1.7A). As células dessas protuberancias assumem
caracteristicas de células meristematicas, como nucleo evidente, conteudo denso e
pouco vacuoladas. Aos 12 dias, ja € possivel observar a individualizagdo do
coleoptile, ainda continuo, protegendo o meristema caulinar apical e a conexao
vascular com o disco de PLB (Figura 1.7B). O novo PLB esta desenvolvido aos 21
dias e iniciando o desligamento com o tecido de origem (Figura 1.7C). Nesse estadio
de desenvolvimento, é possivel observar o rompimento do coledptile devido ao
desenvolvimento do meristema apical do PLB. Com 30 dias de cultura, os novos
PLBs formados apresentam regido apical com folhas bem desenvolvidas. Além
disso, também é observado o surgimento de PLBs laterais (Figura 1.7D).

No tratamento com 20 yM de BAP, a epiderme, aos nove dias de cultura,
torna-se meristematica em quase todo o contorno do explante (Figura 1.7E). Aos 12
dias, a camada meristematica torna-se mais espessa e inicia-se a formacao de
protuberancias (Figura 1.7F). Essas protuberancias iniciam o desenvolvimento do
meristema apical caulinar aos 21 dias (Figura 1.7G). Com 30 dias de cultura, os
PLBs tém regido apical diferenciada com varias folhas (Figura 1.7H). Da mesma
forma que os discos de PLBs cultivados em meio de cultura sem fitorregulador,
forma-se uma zona de abscisdo na base dos novos PLBs, isolando-os do disco
central (Figura 1.71). Nessa regido foi possivel distinguir duas camadas distintas,
uma com células pequenas de parede delgada e com poucos espagos

intercelulares, e outra com a presenca de suberina.
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A-D. cultivados em meio
de cultura adicionado de 10 pM de BAP. E-l cultivados em meio de cultura
adicionado de 20 yM de BAP. A,E Secg¢ao do PLB aos nove dias de cultura; B,F.
Seccgao do PLB aos 12 dias de cultura; C,G. Seccao do PLB aos 21 dias de cultura;
D,H-I. Secgdo do PLB aos 30 dias de cultura, observar um PLB lateral (seta). I.
Detalhe da zona de absciséo (seta). co = coleoptile. cp = cordao procambial. Barra
A, E, F e =200 um. Barra B-D, G e H=400 pm.
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2.4 DISCUSSAO

A micropropagacao de orquideas utilizando discos de PLBs, tanto com cortes
transversais (TENG et al., 1997; ISHII et al., 1998; YOUNG et al., 2000; NAYAK et
al., 2002) como foi testada para Cymbidium no presente trabalho, como com cortes
longitudinais (BEGUM et al., 1994; HUAN et al, 2004; HUAN e TANAKA, 2004),
obteve resultados satisfatérios nos ultimos anos. NAYAK et al. (2002) indicam que
esses resultados positivos estdo relacionados com a alta capacidade de
regeneracao desse tecido, e ainda que essa técnica tem a vantagem de economia
de tempo e de material. Os mesmos autores observaram que a adi¢cao de citocinina
no meio de cultura € essencial para elevar a porcentagem de explantes regenerando
PLBs, bem como aumentar o numero de PLBs por disco. E ainda, utilizando secc¢des
transversais de PLBs de Cymbidium aloifolium (Orchidaceae), obtiveram as maiores
porcentagens de explantes regenerando novos PLBs (68,03%) e numero de PLBs
por disco (28,1) utilizando 22 uM de BAP. Resultado semelhante ao obtido no
presente trabalho, no qual a melhor concentracado para a formacédo de PLBs foi de
20 uM.

No entanto, BEGUM et al. (1994) obtiveram um numero maior de PLBs por
explante (8,3) utilizando 4,4 uM de BAP para discos de PLBs de Cymbidium x
Thanksgiving ‘Nativity’ (Orchidaceae). Ainda segundo esses autores, as respostas
dos explantes ao tipo e concentracdes de fitorreguladores podem variar de acordo
com o cultivar. O tratamento sem a adicdo de BAP regenerou novos PLBs, segundo
BEGUM et al. (1994), sugerindo que a adicdo de fitorreguladores ndo é essencial
para a formacéao direta de PLBs no explante.

A elevacéao da concentracédo de BAP inibiu a formacéao de raizes nos PLBs, os
quais desenvolveram somente a parte aérea. SEENI e LATHA (1992) também
observaram que a presencga de altas concentragdes de BAP no meio de cultura
inibiam o enraizamento de Renanthera imschootiana (Orchidaceae). Além disso, o
aumento na concentracdo de BAP acima do nivel ideal, ocasionou a inibicdo do
desenvolvimento de novos PLBs, confirmando o observado por NAYAK et al. (2002).

ROY e BANERJEE (2003), estudando Dendrobium fimbriatum (Orchidaceae),

da mesma forma que nesse trabalho, observaram a necessidade de transferir os
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PLBs para o meio de cultura sem fitorregulador para que estes se desenvolvessem
em plantas.

Em monocotiledéneas, o embrido zigoético passa pelos estadios globular e
coleoptilar (GRAY e PUROHIT, 1991). No entanto, em orquideas, apds a
germinagdo da semente, o embrido desenvolve-se formando uma estrutura
denominada protocormo, o qual apresenta uma natureza hipocotilica (FONT QUER,
1989). Os embrides zigdticos de orquideas, protocormo, apresentam caracteristicas
que contrariam o descrito para a maioria das angiospermas, pois nao sao estruturas
bipolares. De acordo com BELTRATI e PAOLI (2003), nas monocotileddneas mais
avangadas como as orquideas, a raiz primaria € pouco desenvolvida ou ausente.
JIMENEZ (2001) descreve a embriogénese somatica como um processo no qual
células hapldides ou dipléides se desenvolvem em estruturas semelhantes aos
embrides zigoticos, os quais sdo estruturas bipolares sem conexao vascular com o
tecido de origem (ARNOLD et al.,, 2002). O processo de embriogénese somatica
direta ou indireta em orquideas esta baseado na formacédo de PLBs (ARDITTI e
ERNST, 1993; BEGUM et al., 1994). A embriogénese direta seria a diferenciagao
direta do explante em PLBs, que por sua vez formarao novas plantas.

No presente trabalho, os discos de PLBs desenvolveram diretamente novos
PLBs, pela proliferacdo das células epidérmicas e subepidérmicas, tanto nos meios
de cultura sem fitorregulador como nos adicionados de BAP. Esses PLBs, da mesma
forma que no descrito para os protocormos, ndo sao estruturas bipolares. A
presenca de uma folha continua protegendo o meristema apical caulinar também foi
observada nos diferentes tratamentos, sendo denominada, no presente trabalho, de
coledptile devido a semelhangca com o coledptile presente em embrides de
graminea.

No presente estudo foi observado que, primeiramente, durante o
desenvolvimento dos novos PLBs, ha conexdao com o tecido de origem, e que essa
conexao € posteriormente rompida pela formacdo de uma zona de abscisdo. Esse
resultado difere do normalmente observado na embriogénese somatica, a qual é
caracterizada por nao apresentar conexado vascular do embrido com o tecido de
origem (ARNOLD et al., 2002). As caracteristicas da zona de abscisao observada
nos PLBs conferem com o descrito para a zona de abscisdo de folhas em

Gimnospermas e Dicotiledbneas, por varios autores (WEIER et al, 1982; CUTTER,
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1987; MAUSETH, 1988). Ainda segundo esses autores, a primeira camada com
células pequenas é denominada de camada de separagao e a que contém suberina
de camada protetora.

BEGUM et al. (1994), utilizando como explante sec¢des longitudinais de PLBs
de Cymbidium, observaram que a regeneracdo dos novos PLBs foi a partir da
proliferagcao de pequenos grupos de células epidérmicas, as quais apresentavam, da
mesma forma que nesse estudo, citoplasma denso, pouco vacuolado e com nucleo
evidente. Esses autores observaram que, aos 28 dias de cultivo, os novos PLBs
formados apresentavam primordios foliares e corddo procambial. Porém, néao
verificaram a presenca de uma folha continua protegendo o meristema apical
caulinar e nem a presenga da conexao vascular com o tecido de origem, como foi
observado nesse trabalho.

A embriogénese somatica direta foi observada em folhas de Oncidium Gower
Ramsey (Orchidaceae), nas quais os embrides foram geralmente formados das
células das camadas epidérmica e subepidérmicas (CHEN et al., 1999). No entanto,
diferentemente do observado em Cymbidium, os autores afirmam que a origem dos
embrides é a partir de uma unica célula. A origem direta dos PLBs em apice de raiz
de Clowesia warscewiczii (Orchidaceae) foi a partir da proliferacdo das células do
meristema apical (KERBAUY e ESTELITA, 1996). No entanto, em apice de raiz de
Doritaenopsis ‘New Candy’ (Orchidaceae), foi observada a embriogénese direta e
indireta. A origem direta dos PLBs ocorreu pela proliferagdo das células do
meristema apical; ja a origem indireta ocorreu pela proliferagdo das células do
coértex, as quais formaram uma massa de células semelhante a um calo (PARK et
al., 2003).

Os discos de PLBs cultivados em meio de cultura adicionado de 10 e 20 yM
de BAP, apresentaram diferengas no inicio do desenvolvimento dos novos PLBs. No
meio de cultura contendo 10 uM de BAP, formaram-se protuberéancias localizadas na
epiderme, ja no meio de cultura contendo 20 uM de BAP, a epiderme e as camadas
subepidérmicas, em quase todo o contorno do explante, tornaram-se
meristematicas. Essa diferenga anatémica reflete no maior numero médio de novos
PLBs (9,95) no meio de cultura contendo 20 uM de BAP.
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2.5 CONCLUSAO

A técnica utilizada mostrou-se eficiente devido a capacidade dos discos de
PLBs regenerarem diretamente novos PLBs e subsequentemente formarem plantas.
Portanto, essa técnica pode ser utilizada para a multiplicacdo de Cymbidium ‘Joy
Polis’ em larga escala, sendo a concentragcédo de 20 yM de BAP a mais indicada para
a regeneragao dos discos de PLBs. Cada PLB pode dar origem a 20 plantas em
quatro meses. Pelas analises anatomicas os PLBs sdo originados diretamente das
células das camadas epidérmica e subepidérmicas, possuem uma folha (coledptile)
protegendo o meristema apical caulinar e conexao vascular com o tecido de origem.
A separacao do PLB do disco de origem ocorre a partir da instalagédo de uma zona

de abscisao.
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CAPITULO Il

Efeito de ANA e BAP na regeneragao e na morfo-anatomia de

Cymbidium ‘Joy Polis’ a partir de discos de PLBs
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RESUMO

O género Cymbidium Hort., pertencente a familia Orchidaceae, é constituido por um
grupo numeroso de espécies e plantas hibridas importantes economicamente como
plantas ornamentais. Os métodos convencionais de propagacgédo vegetativa pela
divisdo de touceiras sao extremamente lentos. Portanto, técnicas de propagacao /in
vitro que possibilitem e acelerem a produgdo de mudas, sdo essenciais para a
horticultura. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de
regeneracdo de discos de PLBs utilizando diferentes concentragbes de acido
naftaleno acético (ANA) isolado ou combinado ao 6-benzilaminopurina (BAP). PLBs,
oriundos dos meristemas de gemas axilares de Cymbidium ‘Joy Polis’, foram
seccionados transversalmente, dando origem a dois discos de 0,7 a 1,0 mm de
espessura e 0,3 a 0,4 cm de didmetro. Em seguida foram inoculados em meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) com ANA isolado ou combinado a 0,5 uM de
BAP nas seguintes concentragdes: 0,5; 1; 2 e 4 yM. Esse experimento foi realizado
duas vezes, sendo uma cultura mantida sob iluminacao (fotoperiodo de 16 horas e
irradiancia de 40 umol.m?.s™) e a outra mantida 30 dias no escuro e 60 dias sob
iluminagcao. As avaliagbes foram realizadas apds 90 dias, sendo consideradas as
seguintes variaveis: numero médio de PLBs e plantas formadas por disco, altura das
plantas e porcentagem de explantes necréticos. A origem dos PLBs foi direta pela
proliferacdo das células das camadas epidérmica e subepidérmicas. Nos explantes
que foram cultivados no escuro, em quase todo o contorno do disco de PLB foram
observadas células assumindo atividade meristematica resultando num numero
maior de PLBs formados. Os tratamentos com ANA combinado ao BAP deram
resultados estatisticamente superiores aos tratamentos com ANA isolado. O
tratamento com 0,5 yM de ANA combinado a 0,5 uM de BAP forneceu o maior
numero médio de PLBs por disco tanto no tratamento sob iluminagéo (3,25) quanto
no escuro (7,03). Em ambos os experimentos houve um aumento na porcentagem
de explantes necréticos com o aumento na concentracdo de ANA, tanto nos
tratamentos sem BAP como na presenca de BAP. Portanto, o tratamento mais
indicado é o de 0,5 uM de ANA combinado a 0,5 uM de BAP mantido 30 dias no
escuro e 60 dias sob iluminagao.

Palavras chave: Orchidaceae, micropropagacao, fitorregulador
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ABSTRACT

The Cymbidium Hort. genus, Orchidaceae family, has numerous species and
hybrids, which are economically important as ornamental plants. The traditional
vegetative propagation method by plant shoot separation is slow. In vitro propagation
techniques that make possible and speed up the plant production are thus essential
for horticulture. The objective of this study was to develop an efficient protocol for
PLBs sections using naphthaleneacetic acid (NAA) alone or combined with Ne-
benzyladenine (BA). PLBs originated from meristems of axillary buds of Cymbidium
‘Joy Polis’, were cut transversaly, forming two thin sections, 0.7 to 1 mm thick and
with 0.3 to 0.4 cm of diameter, that were inoculated in MS culture medium
supplemented with NAA (0,5; 1; 2 e 4 uM), alone or combined with 0.5 uM BA. This
experiment was made twice: one of them was developed under 16 h photoperiod
(irradiance de 40 pmol.m?.s™") and the other was kept for 30 days in dark and 60
days under illumination. After 90 days, the following variables were analyzed: the
number of PLBs and plants formed per section, the plant height up to 0.5 cm and the
necrotic explants percentage. The PLBs were originated directly by proliferation of
cells of the epidermal and subepidermal layers. In the explants cultivated in dark
conditions, almost in all the periphery of the PLBs, cells with meristematic activity
were observed, resulting in a higher number of PLBs formed. The treatment with
NAA combined with BA showed statistically superior results than treatment with NAA
only. The treatment with 0.5 yM NAA plus 0.5 yM BA showed the biggest PLBs mean
number both under light condition (3.25) and darkness (7.03). In both experiments,
the percentage of necrotic explants increased with the increase of NAA
concentration, with or without BA. The most efficient treatment was the combination
of 0.5 yM NAA and 0.5 yM BA kept 30 days in darkness and 60 days under
illumination.

Key words: Orchidaceae, micropropagation, growth regulator
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3.1 INTRODUCAO

Atualmente, a produgao de mudas de orquideas é feita principalmente pela
germinagao de sementes /n vifro. Porém, uma grande desvantagem dessa técnica é
a variabilidade genética, devido a alta heterogeneidade das mudas produzidas. Essa
desvantagem é agravada pela demora na floragdo das mudas produzidas, em torno
de 5 a 7 anos. Portanto, somente apds esse periodo o produtor podera selecionar as
melhores flores. Uma solucéo para esse problema € a cultura de tecidos /in vitro, a
qual possibilita a obtencdo de populagbes homogéneas oriundas de matrizes
melhoradas geneticamente. Para essa técnica podem ser utilizados diferentes
explantes, como meristemas, gemas dormentes, pedacgos de folhas e raizes e mais
recentemente discos de PLBs.

O processo de embriogénese somatica direta ou indireta em orquideas esta
baseado na formacdo de PLBs (STEWARD e MAPES, 1971; ARDITTI e ERNST,
1993; BEGUM et al., 1994). A embriogénese direta seria a diferenciacéo direta do
explante em PLBs, que por sua vez formardo novas plantas. J& na embriogénese
indireta ocorre uma fase intermediaria de calo, antes da formacdo dos PLBs
(STEWARD e MAPES, 1971; BEGUM et al., 1994; LAKSHMANAN et al., 1996; ISHII
et al, 1998; HUAN e TANAKA, 2004).

A formagdo de embrides globulares bem definidos ndo tem sido descrita na
embriogénese somatica para a familia Orchidaceae (CHANG e CHANG, 1998). A
embriogénese somatica direta foi observada em folhas de Oncidium ‘Gower Ramsey’
(Orchidaceae), nas quais os embrides formavam-se a partir da epiderme e da
camada subepidérmica (CHEN et al. 1999). Em apices de raiz de Doritaenopsis
(Orchidaceae), PLBs originam-se diretamente da regidao meristematica e
indiretamente da regido do cortex (PARK et al., 2003). Ja KERBAUY e ESTELITA
(1996) observaram somente a formacgéo direta de PLBs no apice meristematico de
Clowesia warscewiczii (Orchidaceae).

Pesquisas de embriogénese indireta em orquideas sao escassas,
principalmente as que utilizam PLBs como explantes (HUAN et al., 2004). Esse fato
pode ser devido ao crescimento lento e tendéncia necrética dos calos de orquideas
(KERBAUY, 1984). BEGUM et al. (1994) observaram que calos de Cymbidium
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sofriam necrose apos dois meses de cultura. A formagao de calos em orquideas
depende fundamentalmente da concentracao dos fitorreguladores utilizada (CHEN e
CHANG, 2000; ROY e BANERJEE, 2003; HUAN et al., 2004). As maiores
porcentagens de formacgao de calos foram obtidas, em diferentes explantes, com a
combinagcdo de auxinas, ANA e acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D), com a
citocinina BAP (CHANG e CHANG, 1998; ISHII et al., 1998; CHEN e CHANG, 2000;
ROY e BANERJEE, 2003; HUAN et al., 2004). O tempo de indugéo para a formagao
dos calos pode variar de um més a 18 meses, dependendo da espécie, do tipo de
explante, do meio de cultura e das condi¢cdes de cultivo (HUAN et al., 2004).
Segundo ROY e BANERJEE (2003), as plantas regeneradas dos calos podem ser
tratadas como microestacas para o enraizamento ou como explantes para
experimento de multiplicacao.

A embriogénese somatica apresenta vantagens especialmente para estudos
de mutagdo esponténea ou induzida, bem como para transformagao genética. A
insercdo de genes de resisténcia a doencas e estresse, de precocidade de
florescimento e de melhoramento da morfologia e coloragao é de grande importancia
comercial. A técnica de embriogénese somatica tem sido pouco explorada para
orquideas (CHEN et al., 1999). Existem trabalhos com Oncidium (CHEN et al., 1999;
CHEN e CHANG, 2000; CHEN e CHANG, 2002), Cymbidium (CHANG e CHANG,
1998, HUAN et al., 2004; HUAN e TANAKA, 2004) e Phalaenopsis (ISHII et al,
1998).

Apesar de existirem varias pesquisas com a indugcdo de PLBs em culturas /in
vitro de orquideas, sabe-se pouco sobre desenvolvimento estrutural desses PLBs e
da sua origem nos diferentes explantes (PARK et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente de
regeneracao de plantas utilizando discos de PLBs em diferentes concentragdes de
ANA isolado ou combinado com BAP, acompanhando as alteragbes morfoldgicas e

histologicas durante a regeneragédo dos PLBs.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagagao
Vegetal e a analise anatdbmica no Laboratério de Boténica Estrutural do
Departamento de Botanica, do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

3.2.1 Condigbes de cultivo in vitro

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2°C, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 pmol.m?.s™". As lampadas
utilizadas foram do tipo luz branca da marca Philips® 32W/64RS, as quais ficavam a
uma distancia de 40 cm dos frascos. Os frascos utilizados para o experimentos
possuiam trés centimetros de diametro e sete centimetros de altura, capacidade de
55 ml, e continham 10ml de meio de cultura. Todos os experimentos /in vifro foram
realizados em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado
com 30 g L™ de sacarose e 6 g L de agar (Vetec®), com pH ajustado para 5,8 com

NaOH ou HCl a 0,1 N, e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos.

3.2.2 Origem do material vegetal

Foram coletadas brotacdes laterais de 5 a 7 cm de comprimento de hibridos
de Cymbidium ‘Joy Polis’. Estas foram fornecidas pela RF Orquideas situada em
Campo Largo, Parana.

As brotacgbes laterais do género Cymbidium foram desinfestadas em etanol
70% por 5 minutos, e em seguida em hipoclorito de sédio a 2% com Tween 20 a
0,1% por 15 minutos. Posteriormente, foram feitas lavagens em agua destilada
autoclavada. Com o auxilio de microscopio estereoscépico e com pingas e bisturis
foram expostas as gemas e isolada a regido meristematica com dois primérdios

foliares adjacentes. Os meristemas foram cultivados em meio MS sem a adic&o de
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fitorreguladores. Inicialmente ficaram 15 dias no escuro e posteriormente sob
fotoperiodo de 16 horas. Foram utilizados como fonte de explantes os PLBs

formados a partir dos meristemas apo6s 60 dias.

3.2.3 Regeneracao de PLBs

Os PLBs oriundos dos meristemas foram seccionados transversalmente com
o auxilio de microscopio estereoscopico, dando origem a dois discos de 0,7 a 1,0
mm de espessura e 0,3 a 0,4 cm de didmetro. Em seguida, foram inoculados em
meio de cultura MS com ANA (0,5; 1; 2 e 4 uM) isolado ou combinado com BAP (0,5
MM). Esse experimento foi realizado duas vezes, sendo uma cultura mantida sob
iluminacao e a outra mantida 30 dias no escuro e 60 dias sob iluminagao.

As avaliagbes foram realizadas apds 90 dias, sendo consideradas as
seguintes variaveis: numero médio de PLBs formados por disco, numero médio de
plantas, altura das plantas acima de 0,5 cm e porcentagem de explantes necréticos.
Para cada experimento, escuro e claro, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo testados oito tratamentos, com um arranjo fatorial de duas

concentracdes de BAP (0 e 0,5 uM) em quatro concentracées de ANA (0,5; 1; 2 e 4
MM).

3.2.4 Analise anatbmica

Para a analise anatébmica qualitativa foram coletadas amostras de PLBs
cultivados /in vitro, com 0,5 yM de ANA combinado com 0,5 yM de BAP em
condi¢cbes de iluminagao e no escuro, a cada trés dias, as quais foram fixadas em
FAA 70 (JOHANSEN, 1940). Essas amostras foram destinados a preparagédo de
ldaminas permanentes, sendo incluidos em meta-acrilatoglicol (historresina-Leica),
segundo a técnica de FEDER e O’BRIEN (1968) e as indicagdes do fabricante. Os
blocos foram seccionados em micrétomo de rotagao, e os cortes foram obtidos com
7 um de espessura e corados com azul de toluidina (FEDER e O’BRIEN, 1968). As

ldminas foram montadas com resina sintética (Permalte®). As fotomicrografias foram
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realizadas em microscopio Zeiss com camera digital Sony Cyber-shot P200®

acoplada.

3.2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Inicialmente,
as variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo
teste de Bartlett. As variaveis cujas varidncias mostraram-se homogéneas tiveram as
médias dos tratamentos testadas por meio do teste de F, enquanto que as que
apresentaram heterogeneidade tiveram seus valores transformados para posterior
analise. Quando os resultados das meédias dos tratamentos foram diferentes
estatisticamente, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey no nivel de 5%

de probabilidade.
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3.3 RESULTADOS

Analisando-se a variancia dos dados do experimento mantido 90 dias sob
iluminagao verificou-se que a interagao entre as concentracbes de BAP e ANA foi
estatisticamente significativa para as variaveis numero médio de PLBs formados por
disco e altura das plantas, indicando que os fatores ndo sdo independentes
(Anexo 7).

Os tratamentos com 0,5 yM ANA combinado ou ndo com 0,5 uM BAP e 4 uM
de ANA proporcionaram os melhores resultados para o numero médio de PLBs
formados por disco (Figura 2.1). Ja para a variavel altura das plantas, os resultados

foram semelhantes para todos os tratamentos (Figura 2.2).
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FIGURA 2.1 - Numero de PLBs regenerados por disco de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP apods 90 dias
sob iluminagdo (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de 40 pmol.m'z.s'1). Médias
seguidas pela mesma letra minuscula nao diferem estatisticamente para as
concentracdes de ANA e as letras maiusculas para as concentragcdes de BAP ao
nivel de 95%.
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FIGURA 2.2 - Altura das plantas regeneradas por disco de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP apdés 90 dias
sob iluminagédo (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de 40 pmol.m'2.5'1). Médias
seguidas pela mesma letra minuscula nédo diferem estatisticamente para as
concentracdes de ANA e as letras maiusculas para as concentracdes de BAP ao
nivel de 95%.

Para as variaveis numero médio de plantas por disco de PLB e porcentagem
de explantes necréticos, foi evidenciado pela analise de varidncia que a interagao
entre as concentragdes de BAP e ANA nao foi significativa, indicando que os fatores
sao independentes (Anexo 7). Para a variavel numero médio de plantas por disco de
PLB, somente o fator BAP foi significativo, essa n&o apresentando diferenga
estatistica significativa entre as médias e resultando num valor médio de 1,65 para
ambas as concentragdes. Para a variavel porcentagem de explantes necroticos,
somente o fator ANA foi significativo, sendo o tratamento com 4 yM de ANA o que
apresentou o pior resultado. A porcentagem de explantes necréticos apresentou

uma tendéncia a crescer com o aumento na concentracdo de ANA (Figura 2.3).
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FIGURA 2.3 - Porcentagem de explantes necréticos de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
meio de cultura MS acrescido de ANA apds 90 dias sob iluminagéo (fotoperiodo 16
horas e irradiancia de 40 pmol.m?.s™). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os melhores resultados foram obtidos nos tratamentos com 0,5 yM de ANA
combinado ou ndo com BAP, pois esses tratamentos apresentaram os maiores
valores de PLBs regenerados por disco e baixa porcentagem de explantes
necroticos. A melhor multiplicacado foi alcangada pelo tratamento com 0,5 yM ANA
combinado a 0,5 yM BAP, principalmente quando considerada a soma dos numeros
médios de PLBs e de plantas 5,35 (3,25 + 2,1). Nesse experimento, ndo foram
observadas brotagbes sem raizes, somente PLBs ou a planta completa com parte

aérea e raizes (Figura 2.4).
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FIGURA 2.4 - Plantas de Cymbidium ‘Joy Polis’ obtidas a partir de discos de PLBs
cultivados em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP
sob iluminagéo (fotoperiodo 16 horas e irradidncia de 40 umol.m'z.s'1) apoés 90 dias.
Seta = raiz. Barra = 1 cm.

A analise de variancia dos dados do experimento mantido 30 dias no escuro e
60 dias sob iluminacéo revelou que a interacdo entre as concentragcdes de BAP e
ANA foi significativa para as variaveis numero médio de PLBs formados por disco,
numero médio de plantas e altura das plantas, indicando que os fatores ndo sao
independentes (Anexo 8).

Os explantes submetidos aos tratamentos com ANA combinado ou ndo com
BAP apresentaram comportamentos diferentes com o aumento na concentragao de
ANA, os melhores resultados sendo obtidos com 0,5 yM de ANA combinado com
0,5 uM de BAP e 2 uM de ANA sem BAP (Figura 2.5). Ja para a variavel numero
médio de plantas por disco, os melhores resultados foram encontrados no

tratamento com 2 yM de ANA combinada ou ndo com BAP (Figura 2.6).
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FIGURA 2.5 - Numero de PLBs regenerados por disco de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP apds 30 dias
no escuro e 60 dias sob iluminagdo (fotoperiodo 16 horas e irradidncia de
40 pmol.m?s™). Médias seguidas pela mesma letra mintscula nao diferem
estatisticamente para as concentragdes de ANA e as letras maiusculas para as
concentragdes de BAP ao nivel de 95%.
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FIGURA 2.6 - Numero de plantas regeneradas por disco de Cymbidium ‘Joy Polis’
em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP apés 30
dias no escuro e 60 dias sob iluminagdo (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de
40 pmol.m?s™). Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem
estatisticamente para as concentragcdes de ANA e as letras maiusculas para as
concentragdes de BAP ao nivel de 95%.
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Para a variavel altura das plantas, os melhores resultados para os

tratamentos combinados a 0,5 yM de BAP, foram os com 0,5; 1 e 2 yM de ANA e

para os tratamentos sem BAP foram os com 0,5 e 2 uM de ANA (Figura 2.7).
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FIGURA 2.7 - Altura das plantas regenerados por disco de Cymbidium ‘Joy Polis’
em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP apés 30
dias no escuro e 60 dias sob iluminagdo (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de
40 pmol.m?s™). Médias seguidas pela mesma letra mintscula n3o diferem
estatisticamente para as concentragdes de ANA e as letras maiusculas para as
concentracdes de BAP ao nivel de 95%.

Para a variavel porcentagem de explantes necréticos, somente o fator ANA foi

significativo (Anexo 8), sendo os tratamentos com 2 e 4 uyM de ANA os que

apresentaram os piores resultados. A porcentagem de explantes necroticos

apresentou uma tendéncia a crescer com o aumento na concentracdo de ANA

(Figura 2.8).
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FIGURA 2.8 - Porcentagem de explantes necroticos de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
meio de cultura MS acrescido de ANA apods 30 dias no escuro e 60 dias sob
iluminacdo (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de 40 pmol.m?.s™). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os melhores resultados foram obtidos nos tratamentos com 0,5 yM de ANA
combinado com 0,5 yM de BAP, pois esse tratamento apresentou os maiores
valores de PLBs regenerados por disco e baixa porcentagem de explantes
necréticos (Figura 2.9). Além disso, nesse tratamento, a soma dos numeros médios
de PLBs e de plantas chega a 8,14 (7,03 + 1,11).

Tanto na cultura mantida sob iluminagdo como na mantida 30 dias no escuro
e 60 dias sob iluminagdo, os maiores numeros de PLBs regenerados por disco de
PLB foram obtidos nos meios contendo 0,5 yM de ANA combinado a 0,5 yM de
BAP. Porém, a cultura mantida 30 dias no escuro e 60 dias sob iluminagao resultou
num maior valor do numero de PLBs regenerados por disco que a cultura mantida 90
dias sob iluminacado (7,03 e 3,25 respectivamente). Em ambos os experimentos
houve um aumento na porcentagem de explantes necréticos com o aumento na

concentracdo de ANA.
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FIGURA 2.9 - Plantas de Cymbidium ‘Joy Polis’ obtidas a partir de discos de PLBs
cultivados em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou combinado ao BAP
30 dias no escuro e 60 dias sob iluminagao (fotoperiodo 16 horas e irradiancia de 40
umol.m?.s™) apés 90 dias. Seta = raiz. Barra = 1 cm

Os discos de PLBs cultivados sob iluminacdo apresentaram novos PLBs
formados aos 21 dias, e, aos 30 dias, esses PLBs possuiam regido apical
desenvolvida (Figura 2.10A-B). As primeiras raizes sdo observadas aos 45 dias de
cultura (Figura 2.10C), e aos 60 dias, uma planta com folhas e raiz, além de novos
PLBs, sao visualizados (Figura 2.10D). Nos discos de PLBs cultivados no escuro,
apos 21 e 30 dias de cultura, formam-se PLBs aclorofilados e massas de células na
periferia do disco (Figura 2.10E-F). Nos discos de PLBs, aos 45 e 60 dias, portanto a
15 e 30 dias sob iluminacédo, os PLBs tornam-se verdes e a massa de células da

origem a varios PLBs (Figura 2.10G-H).
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H

FIGURA 2.10 — Discos de PLBs de Cymbidium ‘Joy Polis’. A-H. Discos de PLBs cultivados
em meio de cultura adicionado de 0,5 uM de ANA combinado a 0,5 uM de BAP; A-D
cultivados sob iluminagao; E-F. cultivados no escuro; G. sob iluminacédo a 15 dias; H. sob
iluminacao a 30 dias A. e E. 21 dias de cultura; B. e F. 30 dias de cultura; C. e G. 45 dias de
cultura; D. e H. 60 dias de cultura. r = raiz. Seta = coledptile. Barra = 0,5 cm.
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Os discos de PLBs mantidos em meio de cultura com 0,5 yM de ANA
combinado a 0,5 uM de BAP sob iluminagéo, aos nove dias de cultura apresentaram
porcoes da epiderme e camadas subepidérmicas assumindo caracteristicas
meristematicas (Figura 2.11A e B). Aos 12 dias ja foi possivel observar a formagao
de meristema apical caulinar protegido por uma folha com epiderme interna e
externa, mesofilo parenquimatico e feixes vasculares, similar ao coleéptile de
embrides zigoticos (Figura 2.11C). Pela similaridade desta com o coledptile de
embrides zigoticos sera definida como tal no presente trabalho. Com 21 dias,
observou-se protuberancia desenvolvida ao redor do disco de PLB (Figura 2.11D) e
aos 30 dias essas protuberancias ja estao diferenciadas em novos PLBs que estao
praticamente desconectados do tecido de origem (Figura 2.11E).

Os discos de PLB cultivados no mesmo meio de cultura citado anteriormente,
porém no escuro, aos nove dias, apresentaram varias projecdes de células
meristematicas proximas a epiderme (Figura 2.11F). Essas projegdes aumentaram
de volume aos 12 dias de cultura (Figura 2.11G). Aos 21 dias observou-se PLBs
desenvolvidos com meristema apical caulinar protegido pelo coledptile, e com um
cordao procambial conectado ao disco central. Nesse estadio, o novo PLB inicia sua
separagao do disco original através de um estrangulamento na base (Figura 2.11H).
Com 30 dias de cultura, os PLBs formados iniciaram um processo de estiolamento,

tornando-se alongados (Figura 2.111).
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FIGURA 2.11 - Seccdes de PLBs de Cymbidium ‘Joy Polis’ cultivados em meio de cultura
adicionado de 0,5 uM de ANA combinado a 0,5 uM de BAP. A-E. mantidas sob iluminagao.
F-I. mantidas no escuro. A-B,F. aos nove dias de cultura; C,G. aos 12 dias de cultura; D,H.
aos 21 dias de cultura, observar o inicio do estrangulamento na base do novo PLB formado
(seta); E-I. aos 30 dias de cultura. co = coledptile. cp = cordao procambial. Barra A, C, F e
G= 200 ym. Barra B, D-E, | e H= 400 pm.
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3.4 DISCUSSAO

No presente trabalho, a adicdo de ANA no meio de cultura nas concentragdes
de 0,5 a 4 uyM induziu a formacédo direta de PLBs sem a formacao de calo. No
entanto, BEGUM et al. (1994), HUAN et al. (2004) e HUAN e TANAKA (2004)
trabalhando com Cymbidium, e ISHII et al. (1998) com Phalaenopsis, induziram
calos embriogénicos de discos de PLBs com a utilizagdo de ANA e 2/4-
diclorofenoxiacético (2,4D). ROY e BANERJEE (2003) obtiveram a formagédo de
calos em meristemas apicais de Dendrobium fibriatum Lindl. (Orchidaceae) com a
combinacao de ANA e BAP. Para esses autores € evidente que a auxina exogena
combinada a citocinina € o mais importante fitorregulador para a indugao de calos
embriogénicos.

NAYAK et al. (2002), utilizando secgbes transversais de PLBs de Cymbidium
aloifolium, obtiveram os melhores resultados de porcentagem de explantes
regenerando novos PLBs (53,71%) e numero de PLBs por disco (7,7) em meio de
cultura adicionado de 13,5 uM de ANA. Sendo diferente do obtido no presente
trabalho, no qual a melhor concentragao para a formagao de PLBs foi de 0,5 pM de
ANA combinado com 0,5 uyM de BAP, o que resultou em 92,5% de explantes
regenerando novos PLBs e 7,03 PLBs por disco.

A elevagao da concentragdo de ANA levou a um aumento na porcentagem de
explantes necréticos, chegando a 40% com a adigao de 4 uM de ANA (Figura 2.3 e
2.8). Portanto, concentragdes mais elevadas (13,5 uM), como a utilizada por NAYAK
et al. (2002), provavelmente elevaria ainda mais a porcentagem de explantes
necroticos de Cymbidium ‘Joy Polis’.

Os melhores resultados para Cymbidium ‘Joy Polis’ foram obtidos com ANA
combinado com BAP. O mesmo foi observado por BEGUM et al. (1994), em discos
de PLBs de Cymbidium x Thanksgiving ‘Nativity’, em meio de cultura MS adicionado
de 2,7 uM de ANA e 2,2 uM de BAP. Esses autores afirmaram que, nos tratamentos
com ANA isolado (0,54; 2,7 e 5,4 uM), houve um atraso no desenvolvimento dos
PLBs em plantas aos noventa dias de cultura, quando comparados aos outros
tratamentos com ou sem fitorreguladores. No caso de Spathoglottis plicata

(Orchidaceae), TENG et al. (1997) também observaram que a combinagdo de ANA e
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BAP, 5,37 e 0,44 pM respectivamente, induziu a formagao de novos PLBs em discos
de PLB. No entanto, atrasou o desenvolvimento desses PLBs em plantas, fato que
nao foi observado no cultivar desse estudo.

Orquideas necessitam de um balanco de auxinas e/ou citocininas para a
formagcédo de PLBs /n vifro e posterior desenvolvimento de plantas (ARDITTI e
ERNST, 1993). A combinagao, concentragao e a relagao entre esses horménios sdo
muito importantes e variam conforme as espécies (TENG et al, 1997). Em
Spathoglofttis plicata, a razao ANA:BAP mais eficiente foi de 12,2 para a indugéo de
PLBs (TENG et al., 1997); em Dendrobium antennatum (Orchidaceae), a razéo foi de
0,42 (KUKULCZANKA e WOJCIECHOWSKA, 1983).

A cultura mantida 30 dias no escuro e 60 dias sob iluminacédo resultou num
maior numero de PLBs regenerados por disco que a cultura mantida 90 dias sob
iluminacao (7,03 e 3,25 respectivamente). A cultura de apices radiculares de
Clowesia warscewiczii mantida no escuro foi mais efetiva na formagéao de PLBs do
que aquela mantida sob iluminagdo (KERBAUY e ESTELITA, 1996). No entanto,
para a cultura /n vitro de rizomas de Cymbidium forrestii, as culturas mantidas no
escuro apresentaram massa fresca inferior a das culturas mantidas sob iluminacao
(PAEK e YEUNG, 1991). Segundo PERES (2002), a manutengao de uma cultura no
escuro, evita a oxidacao do explante na fase de estabelecimento, devido a inibicao
da acao de uma enzima dependente da luz, envolvida na produgdao de compostos
fendlicos. Ainda, segundo o autor, a luz afeta a morfogénese de modo mediado por
fotorreceptores como o fitocromo.

O processo de embriogénese somatica direta ou indireta em orquideas esta
baseado na formagdo de PLBs (ARDITTI e ERNST, 1993; BEGUM et al., 1994).
Nesse trabalho foi observada a embriogénese somatica direta, sendo os PLBs
desenvolvidos pela proliferagdo das células das camadas epidérmicas e
subepidérmicas. No inicio do desenvolvimento dos PLBs forma-se uma conexao
vascular com o tecido de origem por meio de um corddo procambial. Mas com o
crescimento desses PLBs inicia-se o estrangulamento na base, separando-os do
tecido de origem, e culminando em novos PLBs.

ISHII et al. (1998) e HUAN et al. (2004) obtiveram PLBs via embriogénese
indireta em Phalaenopsis e Cymbidium, respectivamente, e ambos os autores

observaram que os PLBs emergiam do calo sem estabelecer conexao vascular.
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BEGUM et al. (1994), analisando secgbes longitudinais de PLBs de
Cymbidium em meio de cultura MS, adicionado de 2,2 uM de BAP e 0,54 uM de
ANA, observaram que, apods sete dias de cultura, ocorria a ruptura da epiderme, mas
que esse fato ndo estava envolvido na formacado dos PLBs. Nesse trabalho, nao foi
observada essa ruptura da epiderme no inicio do desenvolvimento dos PLBs,
somente na base desses quando eles ja estavam totalmente desenvolvidos.

O surgimento de raizes nos PLBs é tardia e ocorre no mesmo meio de cultura
inicial, ndo havendo a necessidade de transferéncia para meio de cultura livre de
fitorreguladores. Esse surgimento tardio das raizes, apds 60 dias de cultura, também
foi observado por PARK et al. (2003) em PLBs regenerados de folhas de

Doritaenopsis (Orchidaceae).
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3.5 CONCLUSAO

O protocolo de regeneragao de plantas a partir de discos de PLBs é um
eficiente método para a multiplicagdo de Cymbidium ‘Joy Polis’, pois além de formar
novos PLBs, esses produzem plantas com parte aérea e raizes bem desenvolvidas
no mesmo meio de cultura. O tratamento mais indicado é o de 0,5 yM de ANA
combinado a 0,5 yM de BAP mantido 30 dias no escuro e 60 dias sob iluminagao.
Pelas analises anatdbmicas pode-se observar que os PLBs, originados diretamente
das células das camadas epidérmica e subepidérmicas, apresentam uma folha
(coledptile) que protege o meristema apical caulinar e conexao vascular com o tecido
de origem. A separacgao do PLB do disco de origem ocorre a partir da instalagao de

uma zona de abscisdo. Cada PLB pode dar origem a 16,3 plantas em quatro meses.
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RESUMO

O método convencional de propagacao vegetativa de orquideas pela separagao de
touceiras é extremamente lento, o que o torna inviavel em escala comercial, apesar
de proporcionar uma descendéncia geneticamente idéntica a planta matriz. A
micropropagacao é utilizada para a propagagao clonal em grande escala de plantas
comercialmente importantes. As maiores vantagens desta técnica sdo a
multiplicagao rapida e a obtencéo de populagdes homogéneas oriundas de matrizes
melhoradas geneticamente. A multiplicacao de orquideas do género Cymbidium por
semeadura possui limitagdes como uma baixa taxa de germinagédo. Além disso,
plantas hibridas dificilmente produzem sementes ou quando as produzem essas sao
na maioria inférteis. O objetivo desse trabalho foi a multiplicacédo /n vifro de
brotacdes de Cymbidium ‘Joy Polis’. Foram utilizadas brotacbes apresentando de 3 a
4 folhas e com 0,5 a 1,5 cm de comprimento. O meio de cultura foi o MS adicionado
de 6-benzilaminopurina (BAP) e acido indolbutirico (AIB) nas seguintes
concentracdes: 0; 2,5; 5; e 10 uM de BAP e as mesmas concentracbes de BAP
combinadas com 0,5 uyM de AIB. As avaliagdes foram realizadas apés 90 dias,
sendo consideradas as variaveis numero de brotagdes por explante, porcentagem
de crescimento da brotagado inicial e comprimento médio das brotagdes laterais
formadas. Foi possivel observar que os tratamentos com 2,5 e 5 uyM de BAP
proporcionaram o maior numero de brotacdes por explante, apesar de nao diferirem
estatisticamente das outras concentragcbes, somente do controle. Nos tratamentos
com a adicao de fitorreguladores, os explantes liberaram compostos fendlicos no
meio de cultura. Com a elevacédo da concentracdao de BAP houve uma reducgao na
porcentagem de crescimento da brotagdo inicial e no comprimento médio das
brotagdes laterais formadas. A concentracdo mais indicada de BAP para a
multiplicagdo de brotagdes de Cymbidium ‘Joy Polis’ foi a de 2,5 uM, por
proporcionar o maior numero de brotagdes por explante (2,38) e pelo menor custo,
em relagdo a concentracédo de 5 uM.

Palavras chave: micropropagacéao, plantas ornamentais, fitorregulador, BAP, AIB
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ABSTRACT

The traditional method of vegetative propagation used for orchid by separation of
shoots is slow, and is not recommended at commercial scale, though it furnishes new
plants genetically identical to matrix plant. Micropropagation is used for clonal
propagation of commercially important plants in large scale. The main advantages of
this technique are the fast multiplication and the obtention of homogeneous
population of genetically improved plants. The multiplication of orchid of genus
Cymbidium by seedling has limitations like low germination rate. Hybrid plants rarely
produce seeds, and if it produces, they are almost all unviable. The objective of this
study was the in vitro multiplication of Cymbidium ‘Joy Polis’. Shoots with 3 to 4
leaves and 0.5 to 1.5 cm high were used. The culture medium was MS supplemented
with N® — benzyladenine (BA) and indole-3-butiric acid (IBA) in the following
concentrations: 0; 2.5, 5 and 10 uM BA and the same BA concentrations with 0.5 yM
IBA. After 90 days, the number of shoots per explant, initial shoot growth percentage
and height of the lateral shoots were evaluated. The treatment with 2.5 and 5 uM of
BA showed the biggest number of shoots per explant, although there was no
significant differences between the treatments, with exception of control. In the
treatments with growth regulators, the explants produced phenolic substances in the
culture medium. With the elevation of BA concentrations the growth percentage of
the initial shoots and the height of the new lateral shoots were reduced, in
comparation with control medium. The best concentration of BA for Cymbidium ‘Joy
Polis’ shoot multiplication was 2.5 yM, as it showed the highest number of explant
per shoot (2.38) and the lowest cost when compared to 5 uM BA.

Key words: micropropagation, ornamental plants, growth regulators, BA, IBA
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4.1 INTRODUCAO

Cymbidium é um género com aproximadamente 50 espécies originarias da
Asia, mas a maioria das Cymbidium cultivadas sdo hibridos. Muitos desses hibridos
séo comercialmente importantes como flor de corte e de vaso (HUAN et al. 2004).
Desde o desenvolvimento do método de germinagao assimbidtica de sementes de
orquideas por KNUDSON (1946), a cultura de tecidos tem sido utilizada para a
propagacao em larga escala de um grande numero de espécies e de hibridos de
orquideas (ARDITTI e ERNST, 1993). Cymbidium foi o primeiro género de orquidea
a ser propagado /n vifro usando o meristema apical como explante (MOREL, 1960),
e mais recentemente, outros explantes tem sido utilizados, como rizoma (PAEK e
YEUNG, 1991), raiz, folha e pseudobulbo (CHANG e CHANG, 1998), botao floral
(SHIMASAKI e UEMOTO, 1991) e PLBs (BEGUM et al., 1994; NAYAK et al., 2002;
HUAN et al., 2004; HUAN e TANAKA, 2004).

Explantes de Cymbidium aloifolium, quando cultivados em meio MS
suplementado com 9,8 uM de acido indolbutirico (AIB) apresentaram 85% de
enraizamento em 30 dias (NAYAK et al., 2002). No entanto, para Cymbidium kanran,
obteve-se maior porcentagem de enraizamento, em torno de 60%, utilizando 10% de
agua de coco (HASEGAWA e GOlI, 1987).

A taxa de multiplicagdo de espécies de Cymbidium orientais em condi¢des
naturais € reduzida quando comparada a das orquideas tropicais e subtropicais;
alem disso, a propagacao clonal de espécies e hibridos de orquideas de regides
temperadas geralmente € mais exigente que a de espécies tropicais (PAEK e
YEUNG, 1991). Desse modo, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método
para a multiplicacado /n vitro de brotacbes de Cymbidium ‘Joy Polis’, com o uso de
BAP e AIB.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Micropropagacéo Vegetal do
Departamento de Botanica, do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

Brotacdes apresentando de 3 a 4 folhas e medindo de 0,5 a 1,5 cm de
comprimento, oriundas de PLBs regenerados de meristemas de brotagdes laterais,
foram isoladas e repicadas para o meio de cultura MS, suplementado com 30 g L™
de sacarose e 6 g L™ de agar (Vetec®), com pH ajustado para 5,8 com NaOH ou HCI
a 0,1 N, e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. Os tratamentos
testados foram testemunha (sem fitorregulador) e BAP (2,5; 5 e 10 yM) isolado ou
combinado com AIB (0,5 uM).

As avaliagbes foram realizadas apds 90 dias, sendo consideradas as
seguintes variaveis: numero de brotagdes por explante, porcentagem de crescimento
da brotacdo inicial e comprimento médio das brotagdes laterais formadas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
quatro repeti¢cdes de dez explantes cada, totalizando 280 explantes.

Apos a avaliagdo desse experimento, as brotagdes resultantes foram
transferidas para o meio de cultura MS adicionado de 1 g.L”" de carvao ativado.
Foram utilizados frascos com volume de 350 ml, 13 cm de altura e 6 cm de didmetro
contendo 25 ml de meio de cultura. Em cada frasco foram colocadas cinco plantas.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Inicialmente,
as variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade pelo
teste de Bartlett. As variaveis cujas variancias mostraram-se homogéneas tiveram as
meédias dos tratamentos testadas por meio do teste de F, enquanto que as que
apresentaram heterogeneidade tiveram seus valores transformados para posterior
analise. Quando as médias dos tratamentos foram diferentes estatisticamente, essas

foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as variaveis analisadas foram encontradas diferengas estatisticas
significativas entre as médias; os resultados estdo apresentados na Tabela 3.1 e a
analise de variancia para as variaveis analisadas nos Anexos 9 a 11. Na variavel
numero de brotacdes por explante € possivel observar que os tratamentos com 2,5 e
5 uM de BAP proporcionaram os maiores valores e diferiram significativamente do
controle (Tabela 3.1). NAYAK et al. (1997) obtiveram os melhores resultados para a
formacao de brotos laterais em brotagdes de Cymbidium aloifolium com a utilizacao
de 22 uM de BAP sozinho ou combinado a 5,4 uyM de ANA. No entanto, para SILVA
(2003), o uso de BAP (0 - 18 uM) nédo promoveu nenhum efeito para a multiplicagao

de Brassiocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow.

TABELA 3.1 - Resultados de multiplicagdo de brotagbes de Cymbidium ‘Joy Polis’
cultivadas em meio de cultura MS sob diferentes concentragdes de
BAP combinado ou ndo com AIB, apo6s 90 dias.

Concentragdes Numero de Porcentagem de Comprimento
(UM) brotacdes por crescimento da médio das
BAP AlB explante brotagao inicial  brotacdes laterais
0 0 1,00 b 79,90 a -
2,5 0 2,38 a 63,20 abc 1,42 ab
5 0 2,35a 37,16 ¢ 1,37 ab
10 0 1,85 ab 47,46 bc 0,75 bc
25 0,5 1,85 ab 68,25 ab 1,58 a
5 0,5 1,68 ab 48,19 bc 1,77 a
10 0,5 1,48 ab 46,29 bc 1,15 ab

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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CARVALHO (2002), utilizando plantulas de Cattleya walkeriana, sem raizes e
com as folhas reduzidas a 1/3, obteve o melhor resultado de multiplicacdo sem a
adicdo de fitorreguladores (3,53 brotagdes por explante). Para este autor, com o
aumento na concentracdo de 2,4-D houve a reducdo na multiplicacdo e com a
utilizacao de BAP nao houve influéncia na formacado de novas brotacbes. Porém,
MAURO et al. (1994), utilizando o mesmo tipo de explante de Cafttleya aurantiaca
Rolf, obteve maior numero de gemas adventicias utilizando 44,38 uM de BAP e 0,54
MM de ANA. VENTURA (2002), também utilizando o mesmo tipo de explante, definiu
como melhor concentracdo para a multiplicacdo de Brassolaeliocattleya Sun King
‘Orange’ x Laelia purpurata, 5,33 uM de BAP (4,8 brotagdes por explante).

O aumento na concentragado de BAP (Tabela 3.1), quando combinado ou nao
com AIB, reduziu a porcentagem de crescimento da brotagao inicial e o comprimento
médio das brotagdes laterais formadas (Figura 3.1A-B). As brotagdes mais
alongadas sdo mais desejaveis, pois ndao sera necessario utilizar um meio de cultura
para o alongamento dos explantes, podendo transferi-las diretamente para o meio
de cultura de enraizamento.

Nos tratamentos com fitorreguladores, os explantes liberaram compostos
fendlicos no meio de cultura, alterando a coloragdo (Figura 3.1A). Resultados
semelhantes foram obtidos com rizomas de Cymbidium forrestii, quando cultivados
/n vifro na presenca de 22 e 44 uM de BAP, os quais liberaram compostos fendlicos
no meio de cultura, tornando a cor deste de amarelo a marrom (PAEK e YEUNG,
1991). Esses mesmos autores adicionaram carvao ativado no meio de cultura para
evitar a oxidacdo, porém observaram que houve uma inibicdo do desenvolvimento
do rizoma e massa fresca.

CHANG e CHANG (2000), utilizando rizomas de Cymbidium sinense Willd,
obtiveram maior indugcao de gemas adventicias (2,5 por explante) utilizando 4,54 uM
de tidiazuron (TDZ). LU et al. (2001), utilizando o mesmo tipo de explante de
Cymbidijum ensifoilum Yuh Hwa’, em meio de cultura com 20 uM de BAP, obtiveram
7,3 brotacdes por explante.

As brotagdes transferidas para o meio de cultura MS adicionado de 1 g L™ de
carvao ativado apresentaram 100% de enraizamento apds 30 dias (Figura 3.2A-B),
sem necessidade de adicdo de auxina. A primeira descricao de utilizagao de carvao

ativado para o cultivo /n vifro de orquideas foi realizada por WERCKMEISTER
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(1971), o qual observou que raizes de Cymbidium cultivadas em meio de cultura
acrescido de carvdo ativado cresciam para dentro do meio de cultura,
diferentemente do que ocorria nas cultivadas na auséncia do carvao ativado, cujas
raizes se desenvolviam para cima, em dire¢cdo a luz. Tais caracteristicas também
foram observadas neste trabalho. Segundo PAN e STADEN (1998), a adigéo de
carvao ativado no meio de cultura pode promover ou inibir o crescimento /n vitro,
dependendo do tecido e da espécie utilizada. O carvao ativado promove a
estabilizagdo, o escurecimento e a absorcdo de substancias inibidoras, compostos

organicos e de fitorreguladores do meio de cultura.
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FIGURA 3.1 — A-B. Brotagdes de Cymbidium ‘Joy Polis’ em meio de cultura MS sob
diferentes concentragbes de BAP combinado com AIB. T1. sem BAP; T2. 2,5 uM de
BAP; T3. 5 uM de BAP; T4. 10 uM de BAP; T5. 2,5 yM de BAP e 0,5 uM de AIB;
T6. 5 yM de BAP e 0,5 uyM de AIB; T7. 10 uM de BAP e 0,5 uyM de AIB.
Barra = 2,0 cm.
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FIGURA 3.2 — A-B. Enraizamento de Cymbidium ‘Joy Polis’ em meio de cultura MS
acrescido de carvao ativado, apés 30 dias. Barra = 2,0 cm.

4.4 CONCLUSAO

A multiplicacao de Cymbidium ‘Joy Polis’ utilizando brotagdes foi possivel,
porém, com baixa eficiéncia nas concentragcdes de BAP e AIB utilizadas. O melhor
resultado foi obtido com a utilizacao de 2,5 yM de BAP, o qual diferiu da testemunha.

A adigcao de carvao ativado foi eficiente para a indugcao e desenvolvimento de raizes.
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CAPITULO IV

Aclimatizagao em diferentes substratos e morfo-anatomia de

mudas micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’
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RESUMO

As orquideas do género Cymbidium estao entre as mais comercializadas em todo o
mundo. Na fase de cultivo /n vifro as plantas sdo mantidas em um ambiente com
condigcbes de alta umidade relativa do ar, baixa luminosidade e trocas gasosas
restritas, resultando em baixas taxas de transpiragdao. Assim, uma das fases mais
criticas da micropropagacdo € a aclimatizagdo das mudas. Plantas /in wvitro
normalmente apresentam baixa taxa de fotossintese, ndo possuem estdmatos nem
raizes funcionais e sua cuticula é delgada. Portanto, quando essas mudas sao
expostas ao meio ex vifro, sofrem estresse que pode causar a morte. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a capacidade de aclimatizacao e analisar a estrutura
anatébmica de mudas de Cymbidium ‘Joy Polis’ em diferentes substratos. Plantas
com 4 a 6 folhas apresentando raizes foram removidas do meio de cultura MS e
transferidas para vasos individuais. Foram realizados dez tratamentos com
diferentes substratos e misturas. Para a anadlise anatdmica qualitativa foram
coletadas amostras de folhas e raizes de plantas /in vifro, aclimatizadas e ex vitro
(planta matriz). Apos 45 dias, néo foi observado crescimento em altura nas mudas.
Os diferentes tratamentos propiciaram 100% de sobrevivéncia das mudas. Os
melhores resultados no ganho de massa fresca foram obtidos nos substratos que
continham fibra de coco em pé sozinha ou combinada a RendMax®, vermiculita e
fibra de coco. As alteragbes anatdmicas nas plantas cultivadas /in vitro, facilitaram a
aclimatizagao das mudas, visto que a sobrevivéncia dessas foi de 100% em todos os
substratos testados. O substrato mais indicado para a aclimatizagao das mudas foi a
fibra de coco em pd combinada com fibra de coco, devido a seu baixo custo e
eficiéncia.

Palavras chave: Orchidaceae, orquidea, micropropagacao, morfologia, fibra de coco
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ABSTRACT

Cymbidjum orchids are among the most commercialized plants in the world. During /n
vitro culture the plants are kept under conditions of hight relative humidity, low
luminosity and reduced gas exchange, resulting in low rates of transpiration. One of
the most critical points of micropropagation is acclimatization. /n vitro plants normally
have low photosynthesis rate, don’'t have functional stomata and roots, and their
cuticle is reduced. So, when these plants are exposed to ex vifro conditions they
suffer stress, which can induce mortality. The purpose of this study was to investigate
the acclimatization capacity and the anatomical structure of Cymbidium ‘Joy Polis’ in
different substrates. Plants with 4 to 6 leaves and roots were removed from MS
medium and transferred to individual pots. Ten treatments were tested with different
substrates and mixtures. For qualitative anatomical analyses root and leaf samples of
the /n vitro, acclimatized and ex vifro plants (matrix) were collected. After 45 days, no
differences in the shoot size were observed. The different treatments gave 100% of
survival. The best results in mass profit were obtained in the treatment with coconut
powder or in a mixture with RendMax®, vermiculite and coconut fiber. The
anatomical changes in /n vifro plants made easier plant acclimatization. The most
indicated substrate for plant acclimatization is coconut powder in a mixture with
coconut fiber, given its low cost and efficiency.

Key words: Orchidaceae, orchid, micropropagation, morphology, coconut fiber
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5.1 INTRODUCAO

As orquideas do género Cymbidium Hort. estdo entre as orquideas
comercialmente mais importantes no mundo, sendo esse género muito popular no
Japao (BEGUM et al., 1994). Esse género é constituido de numerosas espécies e
plantas hibridas originadas a partir de trabalhos de melhoramento genético
(LORENZI e SOUZA, 2001).

Plantas micropropagadas, quando em ambiente /i wvifro, crescem em
condigcbes de alta umidade relativa do ar, baixa luminosidade e trocas gasosas
restritas, resultando em baixas taxas de transpiracao e fotossintese (SHACKEL et
al., 1990). Aclimatizacdo € a adaptagdo de um organismo a um novo ambiente
(COSTA, 1998). Durante o processo de aclimatizagado das plantas crescidas /in vitro
em casa-de-vegetacao, ocorrem mudangas morfologicas, anatémicas e fisiologicas,
tornando-as capazes de crescer nesse novo ambiente (SUTTER et al., 1992). Esse
processo pode causar estresse para as plantas, sendo um fator limitante no
processo da micropropagacao (SUTTER, 1988). Em angiospermas, a cuticula
delgada, os estdbmatos nao funcionais e o parénquima palicadico pouco
desenvolvido sdo citados como a principal causa da mortalidade de plantas
transferidas de um ambiente /n vitro para um ex vitro (BRAINERD e FUCHIGAMI,
1982; DHAWAN e BHOJWANI, 1987; REUTHER, 1988; DIAZ-PEREZ et al., 1995).

Os estdbmatos das plantas /in vifro podem se apresentar levemente projetados
e abertos, com diferentes tamanhos e formatos e ndao uniformemente distribuidos
(DONNELY e VIDAVER, 1984; JOHANSSON et al., 1992). Também pode haver
reducdo no numero de elementos condutores, como registrado por ALBARELLO et
al. (2001) em Rollinea mucosa. Essas alteracdes anatdmicas nas plantas cultivadas
/in vitro podem inviabilizar a aclimatizacdo das mesmas (ALBARELLO et al., 2001).

De acordo com RODRIGUES et al. (2005), o sucesso na aclimatizagao de
plantas micropropagadas depende da selegdo de um substrato adequado, pois ele
tem efeito direto na sobrevivéncia das plantas. Diferentes autores citam a vermiculita
como um substrato ndo eficiente para aclimatizacdo (HOFFMANN et al., 2001;
SILVA et al.,, 2003; RODRIGUES et al., 2005). No entanto, para outros autores a
vermiculita pura ou em mistura foi o melhor substrato durante o cultivo (FARIA et al.,
2001).
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Segundo DEMATTE e DEMATTE (1996), o cultivo de orquideas pode ser
realizado em diferentes substratos, geralmente de origem vegetal ou mineral e até
mesmo sintéticos. O substrato adequado para o cultivo de orquideas deve ter
consisténcia para o suporte da planta, boa aeracido para as raizes e capacidade de
retengdo de agua (SILVA e SILVA, 1997). A maioria das orquideas sobrevive a
longos periodos de estiagem, mas nao suporta substrato com drenagem deficiente
(BATCHELOR, 1981).

O xaxim, formado pelas raizes adventicias de algumas samambaias das
familias Dicksoniaceae e Cyatheaceae, era o substrato mais apreciado pelos
orquiddfilos e colecionadores de todo o mundo. Porém, no Brasil, o xaxim encontra-
se em processo de extingdo devido ao extrativismo, apesar das leis que o protegem.
Desse modo, torna-se importante a busca por substratos equivalentes que possam
substituir o xaxim (DEMATTE e DEMATTE, 1996).

A escolha adequada de um substrato deve levar em conta fatores de ordem
econdmica, quimica e fisica do material. Entre os fatores de ordem econémica esta o
custo, a disponibilidade, a qualidade e a facilidade de manuseio (WENDLING e
GATTO, 2002). Por exemplo, a fibra da casca de coco € adequada para o0 uso como
substrato por sua facilidade de produgdo, baixo custo e alta disponibilidade
(CARRIJO et al., 2002). Além disso, a fibra de coco verde apresenta propriedades
fisico-quimicas desejaveis, como por exemplo: porosidade total de 95,6%;
capacidade de aeracdo de 45,5% e agua facilmente assimilavel (19,8%). Um
substrato ideal deve possuir porosidade acima de 85%, capacidade de aeragdo
entre 10 e 30% e agua facilmente assimilavel de 20 a 30%. Portanto, as
propriedades da fibra de coco conferem ao seu substrato caracteristicas de boa
qualidade, além de possuir grande durabilidade.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes substratos na
aclimatizacdo de mudas micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’ e analisar a

estrutura anatdbmica destas.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagcdo do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias, (25°25’40S, 49°16’23W)
da Universidade Federal do Parana (UFPR). E a analise anatbmica no Laboratoério
de Botanica Estrutural do Departamento de Botanica, do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR.

5.2.1 Material

O material vegetal utilizado foi hibridos de Cymbidium ‘Joy Polis’, obtidos de
brotagbes laterais de 5 a 7 cm de comprimento da planta adulta, dos quais foram
retirados meristemas das gemas laterais. Os meristemas foram cultivados em meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose e 6 g
L™ de agar (Vetec®), com pH ajustado para 5,8, com NaOH ou HCl a 0,1 N, e
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. As plantas regeneradas foram
multiplicadas em meio MS a fim de se obter um numero suficiente de plantas para o
experimento.

Mudas com 4 a 6 folhas, de 2 a 3 cm de comprimento, apresentando raizes,
foram removidas do meio de cultura, lavadas com agua para retirar o restante do
meio de cultura e transferidas para vasos individuais com 5,5 cm de didmetro € 4 cm

de altura (Figura 4.1).

5.2.2 Substratos

Foram realizados dez tratamentos com os seguintes substratos:
1- Fibra de coco em po
2- Fibra de coco em p6 + RendMax® (para orquideas e bromélias) (proporcao 1:1)
3- Fibra de coco em pé + vermiculita (proporc¢éao 1:1)

4- Fibra de coco em p6+ fibra de coco (proporgcao 1:1)
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5- Fibra de coco

6- Vermiculita

7- Vermiculita + RendMax® (para orquideas e bromélias) (proporgéo 1:1)
8- RendMax® (para orquideas e bromélias)

9- PlantMax® (para hortalicas)

10- Casca de pinus (fina)

fibra de coco fibra de cocoem fibra de coco em fibra de coco em fibra de coco
em po p6 + Rendmax® po + vermiculita pé + fibra de coco

vermiculita vermiculita RendMax® PlantMax® casca de pinus

+ Rendmax®

FIGURA 4.1: Diferentes substratos utilizados para a aclimatizacdo de mudas
micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’. Barra: 4 cm.
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As mudas ficaram em casa-de-vegetacdo com nebulizagdo intermitente por
cinco dias e, apds esse periodo, com regas manuais conforme a necessidade,
durante os meses de julho a setembro de 2004. Apds 45 dias foram avaliadas a
porcentagem de sobrevivéncia das mudas, de crescimento em altura e de ganho na
massa fresca, o numero de raizes novas formadas e o comprimento das trés
maiores raizes novas formadas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo testados dez
tratamentos com quatro repeticdées de dez explantes cada, totalizando 400 plantas.
As condi¢cbes minima e maxima de temperatura e umidade da casa-de-vegetagao
foram 11,16 e 25,17 °C e 53,97 e 99%, respectivamente (Anexo 12).

A composicao e o pH dos substratos analisados no Laboratério de Analise de
Solos do Departamento de Solos e Engenharia Agricola do Setor de Ciéncias

Agrarias, UFPR, est&o indicadas na Tabela 4.1.

5.2.3 Analise anatbmica

Para a analise anatdmica qualitativa, foram coletadas amostras de folhas e
raizes de plantas /n vifro, aclimatizadas e ex vifro (planta matriz), as quais foram
fixadas em FAA 70 (JOHANSEN, 1940). Esses materiais foram destinados a
preparagcdo de laminas permanentes, sendo incluidos em meta-acrilatoglicol
(historresina-Leica), segundo a técnica de FEDER e O’BRIEN (1968) e as indicacdes
do fabricante. Os blocos foram seccionados em micrétomo de rotacao, e os cortes
foram obtidos com 7 um de espessura e corados com azul de toluidina (FEDER e
O’BRIEN, 1968). As laminas foram montadas com resina sintética (Permalte®). As
fotomicrografias foram realizadas em microscopio Zeiss com camera digital Sony
Cyber-shot P200® acoplada. Foi realizado teste microquimico com o reagente lugol,
para a deteccdo de amido nos apices de raiz.

Para a analise da superficie epidérmica das folhas e raiz em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), o material botanico foi fixado em FAA 70
(JOHANSEN, 1940), desidratado em série alcodlico etilica, e posteriormente pelo
método do ponto critico com CO; no aparelho Bal-Tec CPD 030. Apds o ponto

critico, o material foi colado em suportes metalicos e metalizado com ouro, a
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vacuo, no equipamento Balzers union FL 9496 SCD 030. A analise e o registro
eletromicrografico foram realizados com Microscépio Eletronico de Varredura Jeol
(JSM 6360 LV), no Centro de Microscopia eletrénica da UFPR.

TABELA 4.1 - Caracterizacdo dos diferentes substratos e misturas pela analise

quimica.
Substratos pH A® H'+A™® ca®” Mg® K ctcr P C W
CaCly SMP* oo, CMOlG/dM® oo -Mg/dm®.. %

Fibra de coco em
po

Fibra de coco em

po6 + RendMax®

Fibra de coco em

49 64 05 3,5 4,2 08 1,84 103 289 86 66

46 58 023 6,0 48 23 13 144 133 108 58

] o 57 69 0,0 2,5 3,8 48 098 121 149 49 79
po + vermiculita

Fibra de coco em
49 65 0,2 3,2 3,4 0,7 094 8,24 909 59 61
po + fibra de coco

Fibra de coco 3,9 65 04 3,2 0,9 0,7 345 825 79 76 61

Vermiculita 62 72 00 2,0 0,9 81 013 111 16 09 82

Vermiculita +
43 54 04 8,5 4,2 44 051 176 196 77 52

RendMax®
RendMax® 40 48 0,7 14,4 54 30 0,81 236 525 185 39
PlantMax® 42 50 04 24.5 174 7,2 1,06 50,2 458 158 51

Casca de pinus 37 49 1,0 13,2 2,6 16 0,69 181 455 123 27

*CTC = Capacidade de troca de cations. V = Saturacéo por bases. SMP = Shoemaker, Maclean e Pratt (solugdo tamp&o)
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Analise quantitativa das mudas

A sobrevivéncia das mudas foi de 100% para todos os tratamentos durante os
45 dias do experimento. No entanto, n&do foi observado incremento em altura das
mudas em nenhum dos tratamentos durante esse mesmo periodo.

Os resultados de porcentagem de ganho na massa fresca, numero de raizes
novas formadas e comprimento das trés maiores raizes novas formadas estao
apresentados nas Figuras 4.2 a 4.4 e as anadlises de variancia para as variaveis
analisadas nos Anexos 13 a 15.

As maiores porcentagens de ganho de massa fresca foram obtidas nos
substratos que possuiam fibra de coco em pd isolado ou combinado a outros
substratos (Figura 4.2). Para a variavel numero de raizes novas formadas, o melhor
resultado foi obtido no tratamento com os substratos fibra de coco em p6 + fibra de
coco, seguido pelos substratos fibra de coco, Rendmax® e casca de pinus (Figura
4.3).
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FIGURA 4.2 - Porcentagem de ganho na massa fresca de mudas de Cymbidium ‘Joy
Polis’ em diferentes substratos apds 45 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 4.3 - Numero médio de raizes de mudas de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
diferentes substratos apos 45 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

O melhor resultado para o comprimento das trés maiores raizes novas
formadas foi obtido com o substrato fibra de coco em p6 + fibra de coco (Figura 4.4).
Dessa forma, os substratos mais indicados para a aclimatizacdo de mudas de
Cymbidium ‘Joy Polis’, nessas condi¢des experimentais, foram os com fibra de coco
em po isolado ou combinado a Rendmax®, vermiculita ou fibra de coco, sendo o
substrato fibora de coco em po6é + fibra de coco o mais indicado por ser
significativamente superior aos demais substratos nas variaveis analisadas (Figura
4.5).
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FIGURA 4.4 - Comprimento das 3 maiores raizes de mudas de Cymbidium ‘Joy
Polis’ em diferentes substratos apds 45 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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FIGURA 4.5 - Detalhe das mudas micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’ apos
45 dias da aclimatizagao nos diferentes substratos. Barra = 3 cm.
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5.3.2 Resultados da analise anatdmica

Na raiz da planta cultivada ex vifro, € possivel observar a auséncia de pélos
absorventes (Figura 4.6A). Ao contrario, a planta cultivada /n vifro apresenta grande
quantidade de pélos absorventes (Figura 4.6B). Nas plantas aclimatizadas, os pélos
absorventes ocorrem em grupos dispersos (Figura 4.6C).

As raizes das plantas cultivadas /n vifro apresentam geotropismo negativo,
mas durante a aclimatizagao essas tornam a crescer normalmente. Testes com lugol
foram realizados para tentar evidenciar a presenga de amido nas raizes das plantas
ex vifro e aclimatizadas. Porém, nao foi identificada a presenca de amido em
nenhuma das plantas.

O apice da raiz da planta ex vifro, em secgéo longitudinal, apresenta na regiao
do promeristema células iniciais comuns, ndo sendo distinguiveis camadas distintas
(Figura 4.7A). O formato do apice de raiz da planta ex vifro € obtuso enquanto o /n
vitro € mais agudo (Figura 4.7A-B). Na planta /n vifro as camadas meristematicas
apresentam células menos densas (Figura 4.7B). Ja nas plantas aclimatizadas
(Figura 4.7C), o meristema apical e a coifa se assemelham a raizes da planta ex
vitro. No meristema fundamental das plantas cultivadas nos trés ambientes ocorrem
idioblastos contendo rafides, estando em maior concentracdo na planta /in vitro
(Figura 4.7A-C).

A raiz da planta matriz em corte transversal tem caracteristicas tipicas da
familia Orchidaceae, como velame, cortex com exoderme e endoderme bem
definidas e cilindro vascular poliarco. O velame das raizes das plantas ex vitro, é
constituido por nove camadas de células. A exoderme possui células com parede
periclinal externa e anticlinais espessadas, alternadas com células de passagem. O
parénquima cortical & constituido de 14 a 16 camadas de células alongadas (Figura
4.8A), e a endoderme é unisseriada com células com espessamento em O nas
regides proximas ao floema alternadas com células de passagem de paredes
delgadas préximos ao xilema. O periciclo também apresenta porgdes com células de
parede espessada proxima ao floema e de parede delgada proxima ao xilema. O
cilindro vascular € composto de 15 podlos floematicos e xilematicos, e medula
parenquimatica com células de paredes delgadas. O floema é totalmente envolvido

por células de paredes espessadas (Figura 4.8B).
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FIGURA 4.6 - Vista geral de um segmento da raiz de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
diferentes ambientes de cultivo. A. Planta cultivada no ambiente ex vifro, B. Planta
cultivada no ambiente /n vitro, C. Planta aclimatizada. Barra A-C: 500 um.
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Nas plantas cultivadas /n vifro, a raiz em secg¢ao transversal, possui diametro
reduzido. O velame passa a apresentar somente duas a trés camadas e a exoderme
e endoderme apresentam células com paredes pouco espessadas (Figura 4.8C-D).
O cilindro vascular € muito reduzido com cinco pdlos de floema e xilema envolvidos
por células de paredes finas (Figura 4.8D).

As raizes das plantas aclimatizadas ainda apresentam velame com trés a
quatro camadas de células, mas as células da exoderme voltam a ter formato
semelhante as plantas ex vifro e ha espessamento na parede periclinal externa
(Figura 4.8E). A endoderme nao apresenta células de parede espessada como nas
plantas ex vifro, somente células com leve espessamento de parede nas células
préximas ao floema O cilindro vascular é ainda reduzido com sete pélos de floema e
xilema, e o floema é envolvido por células de paredes delgadas (Figura 4.8F).

As folhas da planta ex vifro apresentam, na epiderme da face abaxial,
estdmatos levemente abaixo da linha das outras células epidérmicas e com o0s poros
alinhados paralelamente com o maior eixo da folha (Figuras 4.9A-B). No entanto, os
estdmatos das plantas /n vifro sdo levemente projetados acima da epiderme, e o
poro, aparentemente, possui maior abertura (Figuras 4.9C-D). Nas plantas
aclimatizadas, a abertura do poro € relativamente grande, mas os estdmatos ja
retornam a posi¢cao levemente abaixo da linha das outras células epidérmicas
(Figuras 4.9E-F).

Em seccédo transversal, as folhas das plantas nos trés ambientes, apresentam
células epidérmicas da face adaxial maiores que as da face abaxial. Como o
observado em vista frontal, os estdmatos ocorrem em posicdo ligeiramente
aprofundada nas folhas das plantas ex vifro (Figura 4.10A-B) e abertos e projetados
acima das células epidérmicas nas folhas das plantas /n vitro (Figura 4.10C-D). A
cuticula € mais espessa nas plantas ex vifro, muito delgada nas plantas /n vifro e de
espessura média nas plantas aclimatizadas (Figura 4.10B, D e F). O mesofilo é
homogéneo com células arredondadas e de maior tamanho na regido central em
todos os ambientes. Feixes de fibras estdo dispostos proximos as faces adaxial e
abaxial ao longo de toda a folha das plantas ex vifro (Figura 4.10A-B). Nas plantas /in
vitro e aclimatizadas, as folhas sdo mais delgadas e possuem feixes de fibras menos

evidentes e com paredes mais delgadas. O mesofilo das plantas ex vifro possuem
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células com conteudo celular mais denso, provavelmente pela maior quantidade de
cloroplastos e compostos fendlicos (Figura 4.10E-F).

Na regido da nervura central das folhas das plantas ex vifro ocorre uma
proeminéncia na face abaxial com feixe vascular de grande porte do tipo colateral,
sendo o floema totalmente envolvido por fibras (Figura 4.10A). Ja nas folhas das
plantas /n vifro, o feixe vascular da nervura central € pouco desenvolvido, com uma
menor proporgao de fibras ao redor do floema (Figura 4.10C), quando comparado a
folhas ex vitro. Nas folhas das plantas aclimatizadas, a nervura central € mais
proeminente que nas plantas ex vitro e in vifro. O feixe vascular nessa regiao ainda é
menos desenvolvido que nas folhas das plantas ex vifro, mas apresenta mais feixes
de fibras dispersos que nas plantas /in vitro. No mesofilo de todas as plantas séo

observados idioblastos contendo rafides (Figura 4.10E-F).



88

e e o B R E
FIGURA 4.9 - Vista frontal da epiderme abaxial de folhas de Cymbidium ‘Joy Polis’
em diferentes ambientes de cultivo. A e B. Planta cultivada no ambiente ex vifro, C e
D. Planta cultivada no ambiente /in vitro, E e F. Planta aclimatizada. Barra A, C e E:
2500 ym. Barra B, D e F: 50 pm.
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FIGURA 4.10 - Secgbes transversais da nervura e do limbo de Cymbidium ‘Joy
Polis’. A e B. Planta cultivada no ambiente ex vifro, C e D. Planta cultivada no
ambiente /n vitro, E e F. Planta aclimatizada. B, D e F. Observar detalhe da epiderme
de ambas as faces. fi = fibras. ra = idioblatos com rafides Barra: 200 um. Barra
detalhe da epiderme: 25 pm.



90

5.4 DISCUSSAO

Os melhores resultados obtidos no substrato fibra de coco em p6 puro ou em
mistura pode estar relacionado ao pH e ao teor de potassio (Tabela 4.1). Segundo
KAMPF (2000), o pH (CaCl,) ideal para o género Cymbidium é de 5,0 a 6,0. PAN et
al. (1997) citam a alta demanda de Cymbidium por potassio, o qual € encontrado,
dentre os substratos utilizados, em maior concentragéao na fibra de coco em pé e na
fibra de coco (Tabela 4.1).

Outro fator que pode ter contribuido para os resultados, foi os valores mais
elevados da saturagao por bases dos substratos vermiculita (82%), fibra de coco em
po + vermiculita (79%) e fibra de coco em pé (66%) (Tabela 4.1). De acordo com
MALAVOLTA (1992), a saturagao por bases é a propor¢cao de capacidade de troca
de cations CTC ocupada por bases trocaveis, que sao potassio, calcio, magnésio e
sédio. Baixa porcentagem de saturagdo por bases significa predominéncia de
hidrogénio e aluminio no complexo de troca. Segundo SERRAT et al. (2002), para
que o substrato seja considerado fértil, deve apresentar valores acima de 50% na
saturagao por bases, como foi observado nos substratos que continham fibra de
coco em po puro ou em mistura. Segundo COLOMBO (2004), a fibra de coco em po6
também foi indicada para a aclimatizagdo de mudas de Caffleya chocolate drop x (C.
guttatax L. tenebrosa).

Apesar de o substrato Plantmax® ter apresentado um dos maiores valores de
CTC e elevados teores de fésforo, calcio, magnésio e carbono (Tabela 4.1), ele nao
foi adequado para aclimatizagdo de mudas dessa cultivar (Figuras 4.2 e 4.3).
KAMPF (2000), afirma, que quanto menor o tamanho das particulas, maior sera o
valor da CTC. O autor ainda indica que substratos com alta CTC, porém com alta
retengao de agua e baixo espaco de aeracédo, devem ter participagao limitada como
substrato, principalmente para orquideas que necessitam de 20 a 30% de espaco de
aeragao no substrato.

Os teores mais elevados de fésforo foram observados nos substratos que
continham fibra de coco em pé puro ou em mistura e Plantmax®. De acordo com

MALAVOLTA et al. (1974), o fésforo desempenha papel fundamental na respiragao,
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seja no deslocamento inicial da glicose, seja no armazenamento, na transferéncia e
na utilizacdo da energia gerada no processo.

DEMATTE e DEMATTE (1996) afirmam que o substrato recomendado para
substituir o xaxim, no cultivo de orquideas epifitas, € a fibra de coco pura ou em
mistura com carvao vegetal. Ja, para ASSIS (2004), o substrato adequado para o
cultivo de Dendrobium nobile Lindl. foi a mistura de fibra de coco em pé com coco
em cubos. SOUZA e JASMIM (2004) e SILVEIRA et al. (2002), concluiram que a
utilizacdo da fibra de coco pura ou em misturas pode reduzir os custos de producao,
quando comparada com a utilizacdo de substratos comerciais, sem prejudicar o
crescimento das plantas.

Na literatura também sao citados outros substratos e misturas para o cultivo
de orquideas, como vermiculita associada ao carvao para espécies nativas do Brasil,
Oncidium sarcodes e Shomburgkia crispa (MORAES et al., 2002), vermiculita mais
carvdo e vermiculita mais casca de arroz carbonizada para Maxillaria pictea e
vermiculita para Oncidium baueri (FARIA et al., 2001).

O velame presente nas raizes das orquideas é capaz de absorver agua e sais
minerais, reduzir a transpiragao e oferecer protegcdo mecanica (PRIDGEON, 1982).
O numero de camadas de células no velame e no cortex varia conforme a espécie
(SILVA e MILANEZE-GUTIERRE, 2004). No presente trabalho, o numero de
camadas do velame variou conforme o ambiente de cultivo. Plantas /n vifro
apresentaram drastica redu¢cdo no numero de camadas de células do velame,
provavelmente devido a alta umidade relativa dentro do frasco.

Provavelmente devido a essa estrutura anatdbmica das raizes /n vifro, nas
plantas aclimatizadas novas raizes se formam e as raizes formadas /n vifro cessam
o crescimento, sendo provavelmente pouco eficientes. Concordando com o
observado por PIERIK (1990), que afirmou que as raizes produzidas /in vitro séo
fracas e pouco funcionais.

A disposicao alinhada dos estdmatos também foi registrada por SILVA e
MILANEZE-GUTIERRE (2004) em Cattleya walkeriana. A presenca de estématos
apenas na face da epiderme abaxial € muito comum para a familia Orchidaceae
(PRIDGEON, 1982; OLIVEIRA e SAJO, 1999; SILVA e MILANEZE-GUTIERRE,
2004).
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De acordo com ESAU (1977), o crescimento e a organizagao da lamina foliar
sofrem grande influéncia de fatores ambientais como a temperatura, a intensidade
luminosa e a disponibilidade de agua. A plasticidade fenotipica, que é uma
propriedade do gendtipo, € a capacidade da planta de alterar seu desenvolvimento
em resposta a mudanga ambiental. Alteragdes fenotipicas relacionadas a limitacao
de recurso representam uma resposta as condi¢des adversas e podem ser uma
vantagem para o organismo (WELLS e PIGLIUCCI, 2000). Plantas anfibias
apresentam plasticidade fenotipica que permite a sobrevivéncia destas tanto
estando submersas como emersas (SCULTHORPE, 1967). Segundo WELLS e
PIGLIUCCI (2000), as folhas destas plantas, quando submersas, apresentam
reducdo do sistema vascular e da espessura do mesofilo e da cuticula se
comparadas as folhas das plantas emersas.

Na cultura /in vitro, as plantas estdao submetidas a um ambiente com elevada
umidade relativa e baixa intensidade luminosa. Estas condigbes ambientais levaram
a alteragdes morfo-anatbmicas nas plantas de Cymbidium ‘Joy Polis’. Houve
diferenca na deposigédo de cuticula em ambas as faces da epiderme das folhas nas
plantas ex vitro, in vifro e aclimatizadas. Similarmente, em Liquidambar styraciflua L.,
a cuticula foi reduzida nas plantas /n vifro, quando comparada as plantas ex vifro
(WETZSTEIN e SOMMER, 1982). Para POSPISILOVA et al. (1999), as alteracdes
mais importantes nas plantas durante a aclimatizacédo sdo o desenvolvimento da
cuticula e de estdmatos funcionais.

Estdbmatos levemente projetados e abertos como os observados nas folhas
das plantas cultivadas /n vifro, também ocorreram em cultura de Rubus idaeus
(DONNELY e VIDAVER, 1984). Durante a aclimatizacdo, os estdmatos das folhas de
Cymbidium ‘Joy Polis’ retornaram a posicdo levemente abaixo das células
epidérmicas, o que é caracteristico em ambientes com menor grau de umidade.
JOHANSSON et al. (1992) verificaram a mesma alteracdo em plantas de Rosa
cultivadas /n vifro. Essa caracteristica provavelmente se deve a maior umidade do
ambiente /n vifro, o que também é registrado em plantas aquaticas (SCULTHORPE,
1967; BONA, 1999).

Os feixes vasculares observados nas folhas sdo colaterais com fibras
envolvendo o floema. O mesmo foi observado em varias espécies por PRIDGEON
(1982), OLIVEIRA e SAJO (1999) e SILVA e MILANEZE-GUTIERRE (2004). Feixes
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de fibras dispersos no mesofilo também foram encontrados em espécies com folhas
coriaceas, porém nao observadas em orquideas de folhas membranaceas, o que
difere do observado nesse trabalho para Cymbidium, no qual as folhas sé&o
membranaceas com a presenca de feixes de fibras no mesofilo.

Os feixes vasculares das plantas cultivadas /n vifro e aclimatizadas
apresentaram-se mais reduzidos que os das plantas ex vifro. Essa caracteristica
também foi registrada em folhas de Rollinea mucosa, nas quais o sistema vascular
apresentou um reduzido numero de elementos condutores (ALBARELLO et al.,
2001). Segundo esses autores, apesar dessa alteracdo nas plantas /in vitro, elas séo
aptas a passar pelo processo de aclimatizagdo. A redugdo do tecido vascular,
especialmente o xilema, € uma caracteristica tipica de plantas de ambientes umidos
(SCULTHORPE, 1967).

Algumas dicotiledéneas, como o Liquidambar styraciflua L., quando cultivadas
in vitro, deixam de apresentar diferenciacédo entre os parénquimas paligadico e
lacunoso (WETZSTEIN e SOMMER, 1982). Em Rollinea mucosa, essa organizagao
€ mantida, fato que, segundo os autores, favorece a fase de aclimatizagéo
(ALBARELLO et al.,, 2001), ja que essa etapa nao foi alcangcada no caso de
Liquidambar styraciflua. Em Cymbidium ‘Joy Polis’ o parénquima é homogéneo, mas
foi possivel observar uma reducao na espessura do limbo.

A estrutura anatdomica das plantas aclimatizadas de Cymbidium ‘Joy Polis’
possui mais caracteristicas semelhantes a da planta ex vifro (matriz), demonstrando
a capacidade de adaptacdo desta planta ao novo ambiente. Segundo POSPISILOVA
et al. (1999), as alteragdes morfo-anatdbmicas e fisioldgicas das plantas cultivadas /in
vitro podem ser revertidas durante a aclimatizagdo, sendo que algumas espécies

necessitam de uma mudancga gradual das condi¢des ambientais.
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5.5 CONCLUSAO

O substrato mais indicado para a aclimatizagcdo de mudas de Cymbidium ‘Joy
Polis’, nessas condi¢cdes experimentais, foi a fibra de coco em p6 + fibra de coco, por
apresentar bons resultados de ganho de massa fresca e pelo seu baixo custo. Pelas
alteragdes anatdmicas observadas, as plantas de Cymbidium ‘Joy Polis’ possuem
grande capacidade de adaptagdo ao ambiente, sendo provavelmente este um dos

fatores responsaveis pela sobrevivéncia das mudas durante a aclimatizacao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A técnica utilizada de cultivo de discos de PLBs mostrou-se eficiente, tanto
com a utilizagdo de BAP como de ANA combinado ao BAP, podendo ser utilizada
para a multiplicagdo de Cymbidium ‘Joy Polis’ em larga escala. A escolha do
fitorregulador deve levar em conta as diferengas encontradas nesse trabalho, como
uma maior regeneragao de novos PLBs (9,95) com a utilizacdo de BAP ao invés de
ANA combinado ao BAP (7,03). Porém, os PLBs cultivados em meio de cultura com
BAP, requerem a transferéncia para meio de cultura sem fitorregulador para
desenvolver plantas, ao contrario do observado nos meios de cultura com ANA mais
BAP. Nestes ultimos meios, os PLBs formados desenvolvem-se e enraizam no
mesmo meio de cultura, reduzindo o custo do processo.

A utilizagao dos diferentes fitorreguladores em diferentes concentragdes, nao
alterou a origem anatémica dos PLBs, nem o tempo necessario para sua formacgao.
Contrariamente ao descrito na literatura consultada para a embriogénese somatica,
os PLBs apresentaram conexao vascular com o explante, a qual posteriormente é
desfeita pela formagao de uma zona de abscisao.

A multiplicagado de Cymbidium ‘Joy Polis’ a partir de brotacbes nao foi eficaz
do modo como foi testada neste trabalho. Portanto, seria interessante testar outras
citocininas e outras concentragdes. Além de outros tipos de tecidos para iniciar a
cultura.

A aclimatizagdo de mudas micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’, ndo
apresentou dificuldades, provavelmente devido a capacidade de adaptagao
morfoldgica e anatdmica.

O estudo anatébmico do desenvolvimento do PLB, a partir de diferentes
explantes e em diferentes espécies de orquideas, seria interessante para verificar a
ocorréncia ou nao da conexdo vascular do PLB com o tecido de origem e a

instalacdo da camada de abscisdo, além da presencga do coleoptile.
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Os trés métodos de multiplicacdo de Cymbidium ‘Joy Polis’ estédo ilustrados
no esquema abaixo, no qual pode-se observar sua eficiéncia pelo numero de plantas

que podem ser produzidas num mesmo periodo de tempo:

1 meristema—» 5 PLBs ——» 10 discos de PLBs

4 meses Meses

0,5 uM ANA + 0,5 uM BAP

20 UM BAP

100 plantas

82 plantas

4 meses
10 brotagbes ——» ( 29 UM BAP \ —p 24 plantas
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ANEXO

ANEXO 1. Sintese da metodologia do presente trabalho de anatomia e morfogénese
in vitro de Cymbidium ‘Joy Polis’ (Orchidaceae).

Planta matriz —

Coleta de brotacbes
laterais \A

Desinfestagdao com
etanol 70% e
hipoclorito de sodio

/ 2%
Meristemas de
gemas laterais
Protocormoéides (PLBs)
/ \
CAPITULO | - Efeito da 6- CAPITULO Il - Efeito de ANA e BAP
benzilaminopurina na formacdo e na na regeneragcao € na morfo-anatomia
morfo-anatomia de protocormoides (PLBs) de Cymbidium ‘Joy Polis’ a partir de
de Cymbidium ‘Joy Polis’ discos de PLBs
Brotacdes Plantas

l

CAPITULO Il - Multiplicagéo /n vitro de
brotacbes de Cymbidium ‘Joy Polis’

(Orchidaceae)

l v

CAPITULO IV - Aclimatizacdo em diferentes

Plantas substratos e morfo-anatomia de mudas

micropropagadas de Cymbidium ‘Joy Polis’
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ANEXO 2. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel numero de PLBs
por explante sob diferentes concentragcdes de BAP.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 4 67,40**
Erro Experimental 20 0,33
Total 24
Qui-quadrado (x2) 9,262"°
Coeficiente de Variacao (%) 10,73

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade

ANEXO 3. Analise de varidncia e Teste de Bartlett para a variavel niumero de
brotagdes por explante sob diferentes concentracbes de BAP.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 4 0,24**
Erro Experimental 20 0,01
Total 24
Qui-quadrado (x2) 1,07™
Coeficiente de Variagao (%) 3,09

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade

ANEXO 4. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel numero de plantas
por explante sob diferentes concentracdes de BAP.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 4 2,27**
Erro Experimental 20 0,01
Total 24
Qui-quadrado (x2) 4,48"
Coeficiente de Variacéo (%) 28,34

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade
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ANEXO 5. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel altura média das
brotagdes por explante sob diferentes concentragbes de BAP.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 4 1,23**
Erro Experimental 20 0,006
Total 24
Qui-quadrado (x2) 3,07™
Coeficiente de Variagao (%) 14,92

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade

ANEXO 6. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel porcentagem de
explantes necroéticos sob diferentes concentracdes de BAP.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 4 410**
Erro Experimental 20 28
Total 24
Qui-quadrado (x2) 0,22"
Coeficiente de Variagao (%) 44,10

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade
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ANEXO 7. Analise de variancia e Teste de Bartlett para o nimero médio de PLBs
formados por explante, nuimero médio de plantas, altura média das
plantas e a porcentagem de explantes necréticos de Cymbidium ‘Joy
Polis’ cultivados em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou
combinado ao BAP ap6s 90 dias sob iluminagao.

Graus de .
FV _ Quadrado Médio
Liberdade
Explantes
Plantas/ Altura das o
PLBs/explante necroticos
explante plantas
(%)
BAP 1 1,11* 0,72* 0,00 12,50 "™
ANA 3 4,75 0,23 0,042 1070,83**
BAPxANA 3 3,20** 0,05 0,25** 20,83
ERRO 24 0,17 0,14 0,07 72,92
CV (%) 18,16 22,30 22,10 41,40
Qui-quadrado
q 3,36 743" 8,31" 499"
(x2)

n.s. nao significativo

* significativo a 5% de probabilidade
** significativo a 1% de probabilidade
FV Fator de variacéo

CV Coeficiente de variacao
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ANEXO 8. Analise de variancia e Teste de Bartlett para o numero médio de PLBs
formados por explante, numero médio de plantas, altura média das
plantas e a porcentagem de explantes necréticos de Cymbidium ‘Joy
Polis’ cultivados em meio de cultura MS acrescido de ANA isolado ou
combinado ao BAP apés 30 dias no escuro e 60 dias sob iluminagao.

Graus de

Quadrado Médio

Liberdade
Explantes
Plantas/ Altura das .
PLBs/explante necroticos
explante plantas
(%)
BAP 1 11,15** 0,34** 0,35** 12,50 "
ANA 3 3,67 0,38** 0,08** 737,50**
BAPxANA 3 23,91* 0,22** 0,04** 417"
ERRO 24 0,17 0,01 0,01 31,25
CV (%) 11,84 7,74 6,56 35,78
Qui-quadrado
a 11,37 7,91™ 3,33™ 1,38
(x2)

n.s. nao significativo

** significativo a 1% de probabilidade
FV Fator de variacéo

CV Coeficiente de variacao

ANEXO 9. Analise de varidncia e Teste de Bartlett para a variavel niumero de
brotagdes por explante sob diferentes concentracdes de BAP isolado ou

combinado ao AlB.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 6 0,93**
Erro Experimental 21 0,22
Total 27
Qui-quadrado (x2) 7,46"
Coeficiente de Variacéo (%) 25,92

n.s. nao significativo
** significativo a 1% de probabilidade
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ANEXO 10. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel porcentagem de
crescimento da brotag&o inicial sob diferentes concentragbes de BAP
isolado ou combinado ao AlB.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 6 906,9**
Erro Experimental 21 143,14
Total 27
Qui-quadrado (x2) 5,554
Coeficiente de Variagao (%) 21,44

n.s. nao significativo
** significativo a 1% de probabilidade

ANEXO 11. Andlise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel comprimento
médio das brotagdes laterais sob diferentes concentracdes de BAP
isolado ou combinado ao AIB.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 6 1,15**
Erro Experimental 21 0,13
Total 27
Qui-quadrado (x2) 16,47™
Coeficiente de Variagao (%) 31,13

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade
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ANEXO 12. Médias de temperatura e umidade minimas e maximas durante o
experimento de aclimatizagcdo de mudas de Cymbidium ‘Joy Polis’.

ANEXO 13. Andlise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel ganho na massa
fresca na aclimatizacdo de mudas de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
diferentes substratos apds 45 dias.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 9 5549,66**
Erro Experimental 30 81,92
Total 39
Qui-quadrado (x2) 11,36"

Coeficiente de Variagao (%) 14,08

n.s. ndo significativo
** significativo a 1% de probabilidade
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ANEXO 14. Analise de variancia e Teste de Bartlett para a variavel numero médio de
raizes na aclimatizagdo de mudas de Cymbidium ‘Joy Polis’ em
diferentes substratos apds 45 dias.

Fontes de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 9 0,96**
Erro Experimental 30 0,09
Total 39
Qui-quadrado (x2) 11,16™
Coeficiente de Variacéo (%) 11,23

n.s. nao significativo
** significativo a 1% de probabilidade

ANEXO 15. Analise de varidncia e Teste de Bartlett para a variavel comprimento
médio das 3 maiores raizes na aclimatizacdo de mudas de Cymbidium
‘Joy Polis’ em diferentes substratos apés 45 dias.

Fontes de Variagéo Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamentos 9 2,10™
Erro Experimental 30 0,08
Total 39
Qui-quadrado (x2) 9,03™
Coeficiente de Variacao (%) 12,20

n.s. nao significativo
** significativo a 1% de probabilidade



