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Resumo

Devido a exploragdo irregular das orquideas, muitdas se encontram ameacadas de extingcao.
Na tentativa de que a proliferacdo destas plamjasgarantida utilizam-se técnicas de culiivo
vitro. A utilizacdo de regibes meristeméaticas para a m@olwe protocormdbides e posterior
regeneracdo de plantas tem sido empregada conseyzm® diferentes espécies. O trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da utilizagdo doguladores de crescimento ANA e BAP na

formacédo de protocormdides a partir de apices uéaties e segmentos foliares @grtopodium
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paranaense. Os explantes foram seccionados e inoculados em aeetniltura MS suplementado
com concentracées de ANA (0; 0,5 e 1 mi.le BAP (0; 0,5 e 1 mgl) totalizando 9
tratamentos. Os meios de cultura foram acrescidasmadarose (30 g}, geleificados com agar
(6,5 g. L'Y). O experimento foi inteiramente casualizado, iElage experimental constou de um
vidro contendo sete explantes, com quatro repeticdApOs a inoculacdo os frascos foram
levados para B.O.D. com temperatura de 24° + 2f@operiodo de 16 horas. Semanalmente
avaliou-se o0 aparecimento de modificacdbes morfollmi como formacdo de calos e
protocorméides. Na segunda semana de cultivo feembda a formacédo de calos fridveis e
esbranquicados na extremidade seccionada dos apidieslares em todos os tratamentos. Os
apices foliares ndo apresentaram respostas modtges e secaram progressivamente. Apos
180 dias de cultivo o numero médio de protocore®idor explante foi maior nos tratamentos
com 0,5 mg.L* de BAP e 0,5 mg.tde ANA e 1 mg.L* de BAP.

Palavras-chave propagacaon vitro, protocormaides, orquideas.

IN VITRO REGENERATION OF Cyrtopodium paranaense SCHLTR (ORCHIDACEAE)
FROM MERISTEMATIC REGIONS

Abstract

The illegal exploitation of orchids has placed mapecies in danger of extinctiom vitro
culture techniques have been used in an attemgtidoantee the proliferation of these plants.
Explants excised from meristematic regions haven Iseecessfully used to produce protocorm-
like-bodies and subsequent plant regeneration féérdnt species. The objective of this study
was to evaluate the effect of the growth regulatddg\ and BAP in the formation of protocorm-
like-bodies from root tips and leaf segmentsQyftopodium paranaense. The explants were
excised and inoculated into MS medium supplementigidl naphthalene acetic acid (NAA) (O,
0.5 and 1 mg L) and benzylaminopurine (BAP) (0, 0.5 and 1 mb, ltotaling nine treatments.
The culture media were supplemented with sucrofe 3L%) and agar (6.5 g. 1. The
experiment was arranged in a completely randomilesign and the experimental unit consisted

of a jar containing seven explants, with four regiions. After inoculation, the flasks were
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brought to a B.O.D. with temperature of 24 + 2 @ @hotoperiod of 16 hours. The occurrence
of morphological changes, with formation of calldaprotocorm-like-bodies, was assessed
weekly. In the second week of culture, friable avidtish calli were observed on the cut ends of
the root tips for all treatments. Leaf apices shbvm® morphogenetic responses and dried
gradually. After 180 days ah vitro culture, the average number of protocorm-like-bsdper
explant was higher in the treatments with 0.5 fh@dAP and 0.5 mg.t NAA and 1 mg. [*
BAP.

Keyword: in vitro propagation, protocorm-like-bodies, orchids.

Introducéo

A familia Orchidaceae é conhecida como uma dasremientre as Angiospermas, possuindo
cerca de 24.500 espécies e 800 géneros (DRESSIOBR). No Brasil, foram encontrados 238 géneros e
2.553espécies (BARROSet al., 2011). Sdo conhecidas como plantas de difereateanhos,
forma e cor dos caules, folhas e flores, sendavedls, principalmente, para finalidades
ornamentais (TOMBOLATO, COSTA, 1998).

Nos ultimos anos, muitas popula¢des naturais deidegs tém sido afetadas pela
exploracdo antropica excessiva ocasionada pelaud@st de seus habitats naturais ou da coleta
predatéria (ARDITTI, 1992). Além disto, sdo planties dificil propagacdo pela exigéncia de
germinacdo das sementes, com pouca ou nenhumaaesgre necessitam da associacao
mutualistica com fungos micorrizicos (STOUTAMIRB6%; ROBERTS, DIXON, 2008).

Incluida na lista de espécies da flora do Estanl®id Grande do Sul ameacadas de
extincdo(FUNDACAO ZOOBOTANICA, 2003) esta a espéd@yrtopodium paranaense, uma
orquidea tropical de notavel potencial ornameud@lhabitos terrestres e rupicolas encontrada na
regido litoranea do Sul e Sudeste brasileiro (BABRA al., 2011). Ha relatos da utilizagédo
farmacoldgica de seus pseudobulbos na cicatrizdedéerimentos (VIEIRAet al., 2000) e
ensaios exploratorios da atividade cicatrizantaestibhagens de fibroblastos de pele humana
estdo em andamento, bem como trabalhos visanddeemilgacdo fitoquimica destes extratos
(SILVA et al., 2013).
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Dentre os métodos de multiplicagdo de plantas,opggacadn vitro se destaca por
possibilitar a obtencdo de mudas com excelentedguakd, atendendo as exigéncias do mercado e
ainda como forma de garantir a multiplicacdo deéeiss em perigo de extingao.

A cultura assimbidtica ou semeaduna vitro de orquideas resulta em maiores
percentuais de germinacdo do que em condicOesaa(MARTINI et al., 2001) e as plantas
obtidas podem ser utilizadas em programas de o€eiin¢éo de espécies nativas, bem como para o
estudo de aspectos fisioldgicos relacionados axionento e ao desenvolvimento (FERREIRA,
SUZUKI, 2008). Se a germinacao for assimbiéticasethvolvimento ocorre de forma similar ao
observado em condi¢des naturais, desde que o raaiolira seja suplementado com uma fonte
adequada de carboidrato (HARRISON, 1974), porém neemor periodo de tempo e com
elevadas taxas de germinacao.

As sementes de orquideas possuem um padrdo unifalenegerminacédo e
desenvolvimento que inicia com o intumescimentolgqua ao rompimento seminal e a liberacao
do embrido, o qual se desenvolve em uma estrutheaiforme chamada protocormo (ARDITTI,
1992).

Quando em condi¢des adequadas de meio de cukgiGes meristeméaticas das raizes e
folhas jovens podem induzir a formacdo de calosteuteiras semelhantes a protocormos, os
protocormoides (originalmente chamados “protocdke-bodies”), permitindo a producdo em
larga escala de plantas superiores (CHEN, CHANG22RBERBAUY, 2004). Em muitos casos,

a suplementacdo do meio nutritivo com substaneigsladoras de crescimento, principalmente
auxinas e citocininas, é essencial influenciandorescimento e a morfogénese de células e
tecidosin vitro (GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998).

Contudo, poucos sdo os estudos de propagataatro para a espécie (REGO-
OLIVEIRA, FARIA, 2005; GUOet al., 2010).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalhoafaliar o efeito de substancias
reguladoras de crescimento na regenerdgaeitro de C. paranaense a partir de apices
radiculares e segmentos foliares.

Materiais e métodos
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O experimento foi conduzido no Laboratorio de Anadt e Morfologia Vegetal da
Universidade Federal do Parana, Setor Palotinariogn de outubro de 2014 a abril de 2015.

Apices radiculares (1 cm) e segmentos foliaresnf) de C. paranaense retirados de
plantas previamente germinadas vitro (Figura 1a) foram utilizados como explantes. Os
mesmos foram seccionados e inoculados em frasedsnctd 30 mL de meio de cultura MS
suplementados com Acido Naftlaenoacético - ANAQ® e 1 mg.I') e Benzilaminopurina -
BAP ( 0; 0,5 e 1 mg.t), totalizando nove tratamentos. Os meios de @ufioram acrescidos de
sacarose (30 g.1), geleificados com agar (6,5 g*l.e com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. Apos 80 dias de cultivo foi realizadbcultivo para o meio de cultura MS isento
de reguladores.

O experimento foi inteiramente casualizado, a udedaxperimental constou de um vidro
contendo sete explantes, com quatro repeticoess Apnoculacao os frascos foram levados para
B.0.D. com temperatura de 24° + 2°C e fotoperica@@lhoras.

Semanalmente avaliou-se o aparecimento de maghsamorfologicas como formacao
de calos e protocormos. Apos 180 dias de cultivali@ayw-se o percentual de explantes com

protocormoides e o niumero médio de protocormoidegxyplantes.

Resultados e discussao

Na segunda semana de cultivo foi observada a f@wmagde calos friaveis e
esbranquicados na extremidade seccionada dos amidesilares em todos os tratamentos
(Figura 2a). O mesmo nao ocorreu com oS segmenbiares que foram secando
progressivamente.

A formacgdo de protocormoéides pode ser observadartr plos 75 dias de cultivo
(Figura 1c) nos tratamentos: T1 (0 migde ANA e 0 mg.[* de BAP); T2 (0 mg.ltde ANA e
0,5 mg.L* de BAP); T3 (0 mg.l.de ANA e 1 mg.! de BAP); T6 (0,5 mgtde ANAe 1
mg.L* de BAP) e T9 (1 mg.Lde ANA e 1 mg.[* de BAP).

Apos 180 dias de cultivo os maiores percentuaisxgéantes com protocormoides foram
obtidos nos tratamentos onde o meio de culturafoidsuplementado com ANA (Tabela 1).

Entretanto, o numero médio de protocormdides pptagte foi maior nos tratamentos com 0,5
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mg.L* de BAP (5,5 protocorméides) e 0,5 mid.de ANA e 1 mg.l! de BAP (12
protocorméides) (Figura 1d), ou seja, quando h@uadicdo de certas quantidades de citocinina.

Tabela 1. Regeneracdo de protocorméidies vitro de C. paranaense nos diferentes
tratamentos com ANA e BAP a partir de apices rddiess apés 180 dias de cultivo.

Concentracao Apices radiculares
(mg.Lh)
Percentual de  Numero médio de
Tratamentos  ANA BAP explantes com protocormaoides
protocormoides por explante

T1 0 0 57,6 4
T2 0 0,5 50,3 55
T3 0 1 57,1 2
T4 0,5 0 0 0
T5 0,5 0,5 14,2 2
T6 0,5 1 28,5 12
T7 1 0 0 0
T8 1 0,5 0 0
T9 1 1 14,3 4

Kerbauy (2004) relatou que em certas espécieGatiesetum a conversaan vitro de
apices de raizes em protocormoides ocorre diret@mess apices meristematicos e, em outras
espécies comoOncidium varicosum a regeneracdo € do tipo secundaria, ou seja, 0s
protocorméides formam-se sobre massas de célaks)originados dos apices inoculados.

Diferentes substéancias reguladoras de cresciménicsido empregadas na inducao de
protocorméides a partir de apices radiculares daratites espécies de orquideas e dependendo
da sua concentragdo, as citocininas tem se mostred® efetivas do que as auxinas neste

Processo.
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Figura 1. a) Frasco contendo protocormos @eparanaense obtidos através dgerminacaan
vitro; b) Calos (seta) formados a partir de &pices uiaties em 0,5 mg:tde ANA e 1 mg.r*
de BAP aos 15 dias de cultivo; ¢) Iniciacdo dastqgmormoéides com e 1 mg'Lde BAP aos 75
dias; d) Protocormdides formados em 0,5 ritgle ANA e 1 mg.[' de BAP ap6s 180 dias de
cultivo. Imagens b e c registradas em estereontépis — aumento 20x.

Peres e Kerbauy (1999), estudando as rela¢es eitd@ninas e a auxina Acido
Indolacético (AlA) enddgenas na conversdo de apiedgculares seccionados @atasetum
fimbriatum em protocormaéides, verificaram uma alteracdo rariga entre estes hormonios,
favoravel as citocininas.

Guo et al. (2010) observaram a regeneracdao de protocormdidé€s paranaense a
partir de apices radiculares cultivados na auséteiz, em meio de cultura MS suplementado
com combinacfes da auxina AlA e da citocinina TDHidiazuron). Os autores observaram os

maiores percentuais de explantes com protocormd@i#®o) quando os niveis de AIA foram
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superiores aos de TDZ, enquanto na auséncia denadfocorreu a indugédo. Os protocormoides
proliferaram e regeneraram plantas em meio de reulMS isento de reguladores. Estes
resultados diferem do presente trabalho onde aalghim de protocormdides ocorreu com o0
cultivo na presenca de luz e com maiores niveistdainina BAP.

A suplementacdo do meio de cultura com BAP (2 mgtambém foi eficiente na
formacédo de protocormdides derides maculosa Lindl. porém a partir de segmentos de folhas
jovens de plantas crescidasvitro (MURTHY, PYATI, 2001). O subcultivo dos protocoridés
em meio de cultura MS sem reguladores permitideaahciacdo dos mesmos em plantas.

A adicdo de 3 mg L da auxina sintética 2,4-D (Acido diclorofenoxiacéjiteve um
efeito marcante na formacdo de massas nodularegqgsteriormente, originaram protocormos
emMiltonia flavescens, espécie de orquidea nativa da regido Sul do B@EEFANELLOet al.,
2009). Sua combinacdo com BAP (1 ou 3 Y foi importante pois incrementou a inducéo de

massas nodulares tanto a partir de segmentoss®lipranto de apices radiculares.

Conclusbes
A combinacdo de0,5 mg.L' de ANA e 1 mg.' de BAP proporcionou maior

regeneracam vitro de plantas d€. paranaense a partir de apices radiculares.
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