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RESUMO

Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito dos
reguladores de crescimento AIB e BAP no desenvolvimento in
vitro de plantulas de Epidendrum Ibaguense Kunth, visando
a0 estabelecimento de um protocolo eficiente de regeneracéo de
plantas dessa espécie. Utilizaram-se pléntulas oriundas de
sementes germinadas in vitro, em meio Knudson, sem
reguladores de crescimento, com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento. Foram realizados dois ensaios experimentais. No
primeiro, utilizaram-se diferentes concentragdes de BAP (0,0;
0,9; 1,8; 2,7 € 3,6 mg L) no meio Knudson e, no segundo, as
plantulas foram subcultivadas em meio com diferentes
concentracoes de AIB (0,0; 0,8; 1,6; 2,4 e 3,2 mg L%). Nos 60
dias subsequentes ao estabelecimento de cada experimento,
avaliou-se o comprimento total das plantulas, o comprimento
da parte aérea e da parte radicular e o nimero de folhas. Os
dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a5 %. Houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados. Os tratamentos
mais eficientes para o desenvolvimento das pléantulas foram:
3,6 mg L de BAP, para o desenvolvimento da parte aérea,
seguido do subcultivo em meio com 1,6 mg Lt de AIB, visando
a0 enraizamento das mesmas.

Termos para indexago: orquidea, reguladores de crescimento,
cultura de tecidos.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of
growth regulators IBA and BAP in the development of in vitro
seedlings of Epidencrum Ibaguensis Kunth, aiming to establish a
protocol for efficient regeneration. It was used seedlings with
approximately 1.0 cm in length from seeds germinated in vitro, in
Knudson medium without growth regulators. Two experimental
trials were conducted. The first using different concentrations of
BAP (0.0, 0.9, 1.8, 2.7 and 3.6 mg L) in the medium, and the
second, on different concentrations of IBA (0.0, 0.8, 1.6, 2.4 and
3.2 mg L?). Seedlings, shoots and roots length and number of
leaves were evaluated 60 days after the establishment of each
experiment. The data were submitted to analysis of variance and
averages compared by Tukey test at 5%. There was difference
between the treatments. The most efficient for plantlets

development were: 3.6 mg Lt BAP for shoot development,
followed by subculture in 1.6 mg L* IBA for plantlet rooting.

Index terms. orchids, growth regulators, tissue culture.

INTRODUCAO
As orquideas sdo encontradas em estado nativo

em todos os continentes e nos mais variados climas, com
excegdo das regides polares e de desertos extremamente
secos. A familia Orchidaceae € umadas maioresdentre as
angiospermas, constituida por cerca de 700 géneros e
30.000 espécies. Podem ser epifitas (raizes aéreas), vivendo
em éarvores, ou rupicolas, vivendo sobre pedras (nas
regides tropicais) e terrestres (nas zonas temperadas)
(FARIA et al., 2004).

Como resposta a pressdo seletiva, as orquideas
desenvolveram a capacidade de produzir numerosas e
minuscul as sementes (ROBINSON & BURNS-BALOGH,
1982), podendo um s fruto, ou capsula, conter de 376 a
3,7 milhBes de sementes, dependendo da espécie
(WITHNER, 1959). Porém, as sementes ndo possuem
endosperma funcional, ou sgja, ndo possuem reservas, e
sua germinacdo em geral depende de associacoes
micorrizicas. Essa 9 mbiose mostra-se bastante delicada, e
pode ndo acontecer em raz&o das condicdes ambientais
adversas(SANTOSet al., 2007; FRAGUASet al ., 2003).

Nesse contexto, a micropropagacdo apresenta-se
como alternativa para a propagagao eficiente de espécies
de orquidea, uma vez que propicia o aproveitamento de
praticamente todas as sementes produzidas nas capsul as
e a regeneracdo de plantas adultas a partir destas. Em
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condi¢Besnaturais, uma cipsula que possui cercade3.000
sementes d4 origem arel ativamente poucas plantas. Com
os trabalhos de Lewis Knudson, na década de 20,
desenvolveu-se meios de cultivo nos quais se tornou
possivel a germinacdo de sementes de diversas espécies
de orquidea e o seu cultivo, promovendo o comércio de
plantul as produzidas em laborat6rio e aliviando a presséo
do extrativismo sobre as espécies nativas (ARAUJO et d .,
2006a; NOGUEIRA et d., 2005).

O crescimento in vitro éregulado pelainteracéo e
pel o balanco entre as substanci as adi cionadas ao meio de
cultura e por agquelas produzidas de forma endégena
(CHAPLA et al., 2009). A adicdo de auxinasecitocininas
ao meio é essencial para regular o crescimento e a
morfogénese nos tecidos vegetaisin vitro (VICTORIO et
al., 2008). As citocininas sdo reguladores vegetais que
participam ativamente dos processos de diviséo e
diferenciacdo celular. Dentre estas, a6-benzilaminopurina
(BAP) éumadasmaistutilizadas (LINO et ., 2009), sendo
cond derada a mai s efi ciente na multiplicacdo de explantes
e inducdo de gemas, além de ser a citocinina de menor
custonomercado (CAMPOSet dl ., 2007). Noenraizamento,
acido indolbutirico (AIB) é frequentemente considerado
como a auxinamais eficiente para a maioria das espécies
vegetais(OLIVEIRA et dl., 2008).

Epidendrum € um género botanico pertencente a
familia das orquideas e inclui mais de 1.100 espécies. A
espécie amazonica Epidendrum ibaguense, descrita em
1816, é uma orquidea terrestre que cresce em grandes
touceiras, prostradas e enroscadas. No Brasil, desenvolve-
seem afloramentos rochosos, em altitudes de 200 a 1.000
metros, nos estados do Amazonas, Pard e Roraima
(MENEGUCE et d., 2004). Apresentagrande potencial para
comercializacdo, visto que produz floresoanointeiro, com
coloracdo verme haeamarda, podendo ser utilizadacomo
flor de corte, devaso ou parapaisagismo (SANTOSet al .,
2007).

Neste trabalho, objetivo-se o estabelecimento de
um protocolo eficiente de producdo de mudasin vitro de
Epidendrum Ibaguense Kunth, avaliando os efeitos dos

reguladores de crescimento BAP e AlIB, em diferentes
concentrac@es, no desenvolvimento de plantulas da
espécie.

MATERIAL E METODOS

Otrabalhofoi realizado no Laboratdrio de Cultura
de TecidosVegetais daEmbrapa Rondbnia, em Porto Ve ho-
RO. Utilizaram-se, como explantes, plantulascom 30 dias
deidade, aproximadamente 1,0 cm de altura e apenasuma
folha, oriundas de sementes procedentes de uma planta
de Epidendrum ibaguense Kunth cultivada no campo
experimental daEmbrapa Ronddnia, germinadasinvitro,
em meio Knudson, sem regul adoresde crescimento. Foram
realizadosdoi s ensai osexperimentais. No primeroensaio,
os explantes foram inocul ados i ndividualmente, em tubos
de ensaio contendo 10,0 mL de meio Knudson,
suplementado com 0,0; 0,9; 1,8; 2,7e3,6 mg L*deBAR,
sendo quatro repeticdes, cada uma composta por cinco
tubos com um explante cada. No segundo ensaio,
utilizaram-se plantul as cultivadas durante 60 diasem meio
suplementado com 3,6 mg L de BAR, aproximadamente
4,0 cm deaturaetrésfolhas, asquaisforam transferidas
parameo Knudson contendo0,0; 0,8; 1,6; 2,4e3,2mgL*
deAlIB. Ostubosforam mantidos em sala de crescimento,
sobirradianciade 35 mmol m? s?, temperaturade 25+ 2°C
efotoperiodo de 16 horas, em delineamento experimental
inteiramente casualizado.

Aos 60 dias ap6s o estabelecimento de cada
experimento, avaliou-se 0 comprimento daparteagreaeda
parte radicular, o comprimento total das plantulas e o
numero de folhas e os dados obtidos foram submetidos &
anélise de regressdo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Ensaio1-EfatodoBAPnodesenvadvimentodasplantulas

Houve maior desenvolvimento da parte aérea das
plantulas de orquidea no tratamento contendo 3,6 mg L
deBAP, commédiade 3,74 cm decomprimento por plantula,
seguido pelostratamentoscom 2,7 mgL2tel1,8 mg L™, com
comprimentosde 3,29 cm e3,16 cm, respectivamente. No
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controle, observou-se média de 1,81 cm de comprimento
daparteagrea(Figural).

Resultados semelhantes foram obtidos por Araljo
etal. (2006b) que, em trabalho com Brassocattleya ‘ Pastord’
x Ladliocattleya‘ Amber Glow’ (Orquidaceae), compararam
o efeito dos meios MS, WPM e Knudson em combinagio
com concentragdesde BAP(0,0; 0,5; 1,0; 2,0e4,0 mgL).
Essesautores obtiveram o maior crescimento dasplantulas
(comprimento da parte aérea) em meio WPM, suplementado
com 4,0 mg L de BAP; emaior multiplicacdo (nimerode
brotos) com meioM S, semregulador de crescimento.

O desenvolvimento de protocormos de
Cypripedium candidum Muhl. ex Willd (Orquidacese) foi
avaliado em funcéo da suplementagcdo do meio com as
ctoaninasBAR 2iPecindina(0,1;0,2; 0,4;0,8e1,6 mgL™?).
BAP e 2iP promoveram o maior crescimento dos
protocormos, em concentragdes inferioresa 1,0 mg L2
Cinetina promoveu menor crescimento, masresultou em
desenvolvimento normal dos tecidos, enquanto que BAP
eZiPresultaram em brotagBesmdltiplas(PAUW et ., 1995).

O desenvolvimento de protocormos de E.
Ibaguense foi estudado comparando-se 0s meios MS,

Phytamax e Knudson C e Mitra, napresencaeausénciade
peptona (2,0 mg L) e carvéo ativado (2,0 mg L?).
Identificou-se maior desenvolvimento nos meios MS e
Phytamax, ambos com aadi¢do de peptona ecarvéo ativado
(HOSSAIN, 2008).

Estudando o crescimento in vitro de Carissa
carandas, Rai & Misra (2005) observaram que 0 maior
comprimento das plantul asfoi atingido com asuplementacdo
do meio de cultivo com 13,32 iM de BAPR, decrescendo na
concentracdoimediatamente superior, de 17,75UM.

O maior comprimentoradicular verificadofoi de0,79
cm, observado notratamento contendo 2,7 mgL* de BAP.
A concentragdo imediatamentesuperior, 3,6 mg L2 de BAR,
provocou reducdo no comprimento radicular, sendo
observado o comprimento médio de 0,69 cm. No controle,
ocomprimentoradicular verificadofa 0 de0,68cm (Figura?2).
E possivel que aconcentragio maisatadacitocininatenha
inibido aformacdo deraizes.

Aradjo et al. (2006b), trabalhando com
Brassocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow,
observaram que a utilizacdo de BAP no meio de cultivo
ndo promoveu nenhum efeito no nimero de raizes.
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FIGURA 1-Efeito deconcentragdes de BAP sobre o comprimento da parte aérea de plantul as de E. ibaguense, ap6s

60 diasdecultivoin vitro.
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Comparando osme osWPM, MSeKnudson C, osaltores
verificaram que o meio WPM resultou em maior nimerode
raizes, seguido do meio MS, sendo os menores valores
verificadosno meio Knudson C.

Deacordo com Fierik (1987), em concentragbesmais
elevadas, ascitocininaspodem induzir aformagdo degemas
adventicias, quebrando adominanciaapical eretardando
aformacdo deraizes.

O comprimento total das plantulas apresentou-se
maior com o aumento na concentracdo de BAP. O menor
comprimento foi verificado no tratamento controle, com
meédiade 2,49 cm. O maior comprimento foi de4,43 cm, no
me 0 suplementado com amaior concentracdo de BAP, 3,6
mg L (Figura 3). Estudando o crescimento de Carissa
carandasL., Rai & Misra(2005) observaram que o maior
comprimento médio das plantulas foi atingido com a
suplementagdo do meio decultivo com 3,0 mg L* deBAP
(4,39 cm), decrescendo na concentracdo imediatamente
superior, de4,0mg L (2,38cm).

Quanto ao efeito do BAP sobre o niimero defol has,
esse valor aumentou do tratamento controle para as
concentragbes de 0,9 e 1,8 mg L-*do regulador, com 3,9,

4,70 e4,85folhas por plantul a, respectivamente. Porém, o
nimero de folhas decresceu em seguida, nas
concentragBesde 2,7 e3,6 mgL*deBAP (Figura4).

O aumento seguido de decréscimo pode indicar
toxicidade por altas concentracdes da citocinina,
estabd ecendo umafaixade utilizagdo Gtimadamesmapara
avaridvel estudada. Resultados diferentes foram obtidos
por Talukder et al. (2003), queobtiveram maior nimerode
folhas por plantula(4,25) em Dendrobium utilizando 2,25
mg L1 deBAP.

Ensaio2—EfeitodoAlB nodesenvolvimentodasplantulas

Com relagdo ao comprimentodaparte aérea, amaior
média, 6,76 cm, foi obtidacom aconcentragdode 1,6 mgL-
1 de AIB. J4, o0 menor comprimento médio, 4,60 cm, foi
observado no tratamento contendo 3,2 mg Lt deAIB. No
tratamento controle, o comprimento médio obtido paraa
parteaéreafoi de6,12 cm (Figurab).

O crescimento radicular foi maior no tratamento
contendo 1,6 mg L*deAlB, queresultou no comprimento
radicular médio de 1,64 cm. Na auséncia de regulador de
crescimento, verificou-secomprimento radicular médiode
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FIGURA 2 - Efeito de concentragdes de BA P sobre o comprimento radicular de plantulas de E. ibaguense, apds 60

diasde cultivoin vitro.
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0,92 cm. Nas concentragdes superiores, de2,4e3,2mgL*?
deAlB, oscomprimentosdecresceram para 1,54 cme0,84
cm, respectivamente (Figura6).

Deforma similar, Aktar et al. (2007), estudando o
desenvolvimento radicular em plantulas de Dendrobium

(Orchidacese) em re acdo adiferentes concentragbes deAlB
(0,6;0,5; 1,0; 1,5e2,0 mgL %), observaram maiores niimero
deraizespor plantula, comprimento epeso frescoradicul ar
na concentracdo de 1,0 mg L1, que resultou também no
menor tempo paraaformacdo deraizes (10,8 dias).
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FIGURA 3 - Efeito de concentragdes de BAP sobre o comprimentototal de plantulasde E. ibaguense, ap6s 60 dias

de cultivo in vitro.
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FIGURA 4 - Efeito de concentragdes de BA P sobre o nimero defol has por plantuladeE. ibaguense, apds 60 diasde

cultivo in vitro.
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Ribeiro et al. (2006) testaram o efeito de uma
combinagofatorial deAlB eGa, (0,0; 0,5; 1,0; 2,0e4,0mg
L) sobreo comprimentoe o nimeroderaizes em plantul as
de Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng., obtendo os

melhores resultados com a suplementacdo do meio com
2,0 mg L*deAlB, associados a 1,0 mg L™ de GA. Por
outro lado, Rai & Misra (2005), estudando a
micropropagacdo de Carissa carandasL ., observaram que
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FIGURA 5 - Efeito de concentragdes de A 1B sobre o comprimento da parte aérea de pléntulasde E. ibaguense, apds

60 diasdecultivoin vitro.
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FIGURA 6 —Efeito de concentragdes de Al B sobre o comprimentoradicular de plantulasde E. ibaguense, ap6s 60 dias

de cultivo in vitro.
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0AIB utilizadoisoladamente, em diferentes concentragoes
testadas, ndo resultou em enraizamento satisfatério,
formando raizeslongas efinas.

Oliveraet al. (2008) testaram concentragbesdeAlB
(0,0; 1,0 e2,0 mg L) em combinagdo com concentragdes
dossais macronutrientesdomeio M S (25, 50 e 100%) para
o0 enraizamento de pléantul as de Cereus jamacaru PDC.,
observando maior nimero de raizes com a concentragdo
de2,0 mg L* deAlIB e50% dos macronutrientesdo meio
MS. Em relagdo ao comprimento dasraizes, osautoresnao
observaram diferenca entre as concentragtes de AlB,
sendo que a concentracdo de sais de 100% promoveu o
maior crescimentoradicular (OLIVEIRA et a., 2008).

O comprimento total médiodas plantulasfol maior
naconcentragdo de 1,6 mg Lt deAlB, 8,40 cm, enquanto
obteve-s2 7,04 cm de comprimento no controle. Porém, em
concentragdes superiores, de 2,4 mg Lte 3,2 mg L de
AIlB, o comprimento total médio das plantulasdiminuiu,
atingindo valores de 7,64 cm e 5,44 cm, respectivamente
(Figura7). Esses resultados diferem bastante dos obtidos
por Rai & Misra(2005), cujaavaliacdo do comprimentode

plantulas de Carissa carandas L. identificou maiores
valoresnomeio de culturasem reguladores de crescimento
(2,01 cm), em comparagdo com o mei o suplementado com
AIB nas concentragbesde0,18 mg L (1,76 cm) 0,46 mg
L1(1,52cm).

As auxinas, especificamente o AlB, geramente
induzem aformacdo e o desenvol vimento deraizes, o que
se verificou neste experimento. Conforme esperado, esse
regulador
desenvolvimento da parte aérea. Asauxinas sd0 0s Uinicos
regul adores de crescimento que aumentam a formacado de
primordios radiculares (TAIZ & ZEIGER, 1998), sendo
predominantemente obtidas em tecidosjovens (DAVIES,

de crescimento nao estimulou o

1995). De forma inversa, as citocininas sdo produzidas
principalmente nasraizes (ITAl & BIRNBAUM, 1996),
edimulando ainiciacdo degemascaulinares (PILLARY &
RAILTON, 1993). Emboraasauxinasem geral induzamo
enraizamento, as respostas a elas ndo sdo universais, ou
sgja, algumas espécies enraizam com dificul dade ou ndo
enraizam, mesmo com a utilizagdo dessa classe deregul ador
decrescimento (HARTMANN et al., 2002).
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FIGURA 7—Efeito de concentragdes de Al B sobre o comprimento total de plantulasdeE. ibaguense, apds 60 diasde

cultivo in vitro.
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O numero de folhas foi maior nas plantulas
cultivadas na auséncia de regulador de crescimento,
seguido do tratamento contendo a concentracio maisbai xa
deAlB, 0,8 mg L* (Figura 8). As auxinas ndo tém agéo
reconhecida sobre essa variavel, e sim sobre a
organogénese e o desenvol vimento da parte radicular.

CONCLUSAO

A concentragdo de 3,6 mg L *de BAP proporciona
maior desenvolvimento da parte aérea de plantulas de
Epidendrumibaguense Kunth. A concentracéo de 1,6 mg
Lde AIB resulta no maior desenvolvimento radicular
dessas plantulas.
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