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RESUMO

A Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), é uma epifita, encontrada em floresta de galeria e
matas secas do Cerrado que, em condic¢es naturais, apresenta dificuldades de propagacgéo. Para
avaliar a micropropagacao in vitro de S. crispa, a presente pesquisa foi apresentada em dois
capitulos. No capitulo 1 foi avaliado o desempenho da microalga Chlorella sorokiniana, como
suplemento durante a multiplicacdo e enraizamento in vitro da S. crispa. No capitulo 2 foi avaliado
0 desempenho da microalga C. sorokiniana, como meio alternativo ao meio comercial WPM
(Wood Plant Medium), durante a micropropagacao in vitro da S. crispa. Dessa forma, no capitulo 1,
foram utilizadas o meio cultivado e o sobrenadante da microalga C. sorokiniana numa densidade
média de 107 x 10° células mL™ adicionados ao meio de cultura WPM em substituicdo da agua
destilada. Também foram acrescidos diferentes concentragdes (0, 2,5 e 50 mg L) de 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido indolbutirico (AIB). Na multiplicac¢do in vitro de S. crispa 0 meio
de cultura WPM com 50 mg L* de BAP aumentou o nimero de brotagdes enquanto no
enraizamento in vitro o meio WPM com 2,5 mg L™ de AIB suplementado com meio cultivado de
microalgas promoveu um aumento no nimero de raizes. No capitulo 2, o0 meio cultivado e o
sobrenadante da microalga C. sorokiniana numa densidade média de 108 x 10° células mL™* foram
utilizadas como meio alternativo ao meio comercial WPM, durante a micropropagacao in vitro da S.
crispa. Explantes de S. crispa cultivados em meio de cultura com o meio cultivado ou o
sobrenadante da microalga C. sorokiniana apresentaram resultados semelhantes aos cultivados em
meio WPM. Desta forma foi constatada a possibilidade de utilizar a microalga C. sorokiniana como

suplemento e meio alternativo ao meio WPM durante o cultivo in vitro de S. crispa.

Palavras-chave: Micropropagacéo; microalgas; BAP; AIB.



ABSTRACT

The Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), is an epiphyte, found in gallery forest and dry
forests of the Cerrado, which, under natural conditions, presents difficulties of propagation. In order
to evaluate the in vitro micropropagation of S. crispa, the present research was presented in two
chapters. In chapter 1, the performance of the microalga Chlorella sorokiniana was evaluated as a
supplement during the multiplication and in vitro rooting of S. crispa. In chapter 2, the performance
of C. sorokiniana microalgae was evaluated as an alternative to the WPM commercial medium
(Wood Plant Medium) during the in vitro micropropagation of S. crispa. Thus, in chapter 1, the
culture medium and supernatant of C. sorokiniana microalgae were used at an average density of
107 x 10° mL? cells added to the WPM culture medium in place of distilled water. Different
concentrations (0, 2.5 and 5.0 mg L) of 6-benzylaminopurine (BAP) and indolebutyric acid (AIB)
were also added. In the in vitro multiplication of S. crispa the WPM culture medium with 5.0 mg L
! of BAP increased the number of shoots while in in vitro rooting the WPM medium with 2.5 mg L°
! of IBA supplemented with cultivated medium of microalgae promoted an increase in the number
of roots. In chapter 2, the culture medium and the supernatant of C. sorokiniana microalgae at an
average density of 108 x 10° mL™ cells were used as an alternative medium to the commercial
WPM medium during the in vitro micropropagation of S. crispa. Explants of S. crispa cultivated in
culture medium with the culture medium or the supernatant of C. sorokiniana microalga presented
similar results to those cultured in WPM medium. In this way, it was possible to use the C.
sorokiniana microalga as a supplement and an alternative medium to the WPM medium during the

in vitro culture of S. crispa.

Key-words: Micropropagation; Microalgae; BAP; AIB.
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INTRODUCAO GERAL

Orquideas

A familia Orchidaceae originou-se na Malésia, h4 milhGes de anos, quando a maioria das
angiospermas tornava-se diferenciada (GARAY, 1972). Ela encontra-se distribuida em quase todas
as partes do mundo, exceto nas regifes polares e desérticas extremamente aridas e estima-se que
existam no mundo cerca de 25.400 espécies divididas em cerca de 1.000 géneros (BAPTISTA et al.,
2011). Barros et al., (2016) catalogam 238 géneros e 2. 553 espécies, das quais 1.636 sdo
endémicas do Brasil. No Brasil, as orquideas se desenvolvem em todos os estados, e em maior
quantidade na Mata Atlantica, que vai de Pernambuco até o Rio Grande do Sul (REGO; FARIA,
2002).

Esta familia uma das cinco mais representativas da flora do Cerrado (MARTINI et al.,
2001; STANCATO et al., 2001). Segundo Barros et al., (2016) existem 730 espécies no dominio
Cerrado. Entretanto, muitos representantes da familia, devido ao elevado valor comercial, séo
extraidos de maneira ilegal e irracional da natureza, o que vém dizimando e levando a um
empobrecimento gradativo da biodiversidade nacional (CARNEIRO et al., 2001; MENEZES 1985;
1987).

Essas plantas destacam-se comercialmente devido a diversidade de tamanho, forma e cor das
flores de rara beleza, durabilidade e da longevidade mantida por varias semanas, além do fato de
algumas espécies apresentarem propriedades medicinais e culinarias (FARIA et al., 2012).

O género Schomburgkia apresenta poucos estudos relacionados a sua propagacédo e,
consequentemente a sua conservacdo. Composto por aproximadamente 18 espécies de orquideas,
quase todas epifitas, encontradas na América Tropical e no Oeste da india.

Dentre as 18 espécies tém-se a Schomburgkia crispa Lindl., uma epifita encontrada em
floresta de galeria e matas secas do Cerrado, no alto das arvores em lugares bem iluminados,
chegando a atingir de 40-50 cm de altura e sua flor de 2,5-3,0 cm de didametro (MENDONCA et al.,
1998) (Figura 1).

12



“© Mauro Peixoto

Figura 1. Inflorescéncia de Schomburgkla crispa Lindlley. A) Fonte: Vida no campo, disponivel
em: https://i.ytimg.com/vi/g71kkl_3AZI/maxresdefault.jpg e B) Fonte: Mauro Peixoto, disponivel
em: http://www.brazilplants.com/orchidaceae/7/schomburgkia-crispa.html.

Porém pouco se conhece sobre esta espécie nativa do Cerrado e, de acordo com a Fundagao
Biodiversitas (2007), a Schomburgkia crispa ja se encontra na lista de espécies presumivelmente
ameacadas de extingdo dentro da familia Orchidaceae para o estado de Minas Gerais. Para o estado
de Mato Grosso do Sul, no entanto, ainda ndo ha informagdes suficientes para a classificacdo desta
espécie. Diante do exposto, 0 estudo de tecnologias que permitam cultivar esta espécie fora do seu
habitat pode ser uma importante ferramenta para conservacdo e manutencdo da mesma. Dessa
forma, as técnicas de cultivo in vitro podem representar uma excelente alternativa, tendo em vista

que esta técnica ja se mostrou bastante eficiente para outras espécies.

Cultivo in vitro

Em condicdes naturais, a propagacdo de orquideas se da pela proliferacdo de gemas
adventicias ou laterais, do forma assexuada ou pela disseminacdo natural das sementes,
sexuadamente, as quais sdo produzidas em capsulas. Um fator que contribui para a dificuldade da
propagacdo das orquideas em condi¢fes naturais € a baixa ou nula germinacdo de suas sementes,
uma vez que sao dependentes de micorrizas (RAMOS; CARNEIRO, 2007).

O cultivo in vitro por meio da micropropagacdo ¢ uma alternativa para a propagacéo de
diversas espécies (SOUZA et al., 2007). Desde 1975, ela tem sido utilizada no Brasil, para aumentar
principalmente a producdo de mudas e contribuindo para conservacdo ex-situ e reducdo do risco de
extincdo de diversas espécies (STANCATO et al., 2001), servindo como base de estudo dos
aspectos fisioldgicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (FERREIRA;
SUZUKI, 2008).

13



No entanto, a técnica de cultivo in vitro exige o estudo das caracteristicas intrinsecas para
cada espécie, como 0s meios de cultivo e reguladores de crescimento, para que as mesmas tenham

sucesso de germinacao e crescimento.

Meio de cultivo e reguladores de crescimento

Os meios mais utilizados para o cultivo in vitro sdo o Knudson (1946), o Vacin e Went
(1949) e 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sendo que cada meio especifico ¢ identificado pela
composicdo e concentracdo de sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e outros
suplementos orgénicos (VENTURA et al., 2002).

Em orquideas, o cultivo in vitro é feito normalmente em meio %2 MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), ou seja, com a metade da concentracdo de sais presente em sua formulacdo. Ja a
formulacdo do meio WPM foi desenvolvida especificamente para plantas lenhosas por Lloyd e
McCown (1980), apresentando ¥ dos sais do meio MS. No entanto, estes meios, custam em media
US$ 55,00 a 70,00, 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 0o WPM (LLOYD; MC COWN, 1980),
respectivamente, para produzir 10 L de meio de cultivo.

Os meios podem ser acrescidos de reguladores de crescimento no cultivo in vitro para
suprir as deficiéncias dos teores endogenos do proprio explante, estimulando respostas de interesse
para diferenciacdo, crescimento, alongamento e multiplicacdo celular (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1990).

As auxinas e citocininas sdo os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de
tecidos, sendo o tipo e a concentracdo que geralmente determinam a resposta morfogenética. Uma
das principais funcdes das auxinas nos vegetais € a regulacdo do crescimento por alongamento de
caules jovens e coledptilos e formacdo de raizes (TAIZ; ZEIGER, 2009). Ja as citocininas sao
reguladores de crescimento que exercem importante papel na micropropagacao, pois influenciam
diretamente a expansdo foliar, a quebra da dominancia apical e a formacdo de gemas adventicias
(POZO et al., 2005).

Entretanto, os reguladores de crescimento podem variar de US$ 115,00 o grama da
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) a US$ 15,00 o grama da auxina &cido indolbutirico (AlIB)
(SIGMA, 2016). Neste sentido, o estudo de meios alternativos de baixo custo e elevada eficiéncia

sdo fundamentais para o sucesso reprodutivo e a comercializacao de S. crispa.

Meios alternativos
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Na micropropagacdo in vitro hi a necessidade do desenvolvimento de plantas que
apresentem a mesma qualidade fisioldgica das obtidas com o uso de formula¢6es comerciais, porém
utilizando-se meios que reduzam os custos de producao.

Dessa forma, muitos trabalhos tém descrito meios de cultura alternativos bastante
simplificados e que, minimizam os custos da propagac&o in vitro de diversas orquideas. E o caso da
utilizacdo de polpa de banana e de fertilizante (NPK 10:30:20) em Laelia longipes Rchb.f., Laelia
tenebrosa Rolfe e Miltonia spectabilis Lindl., de forma que as plantulas cultivadas nesse meio
apresentaram maior acimulo de massa seca (STANCATO et al., 2008). Su et al. (2012) também
utilizou meio contendo fertilizante (NPK 08:09:09) e adi¢céo de polpa de banana em Dendrobium
nobile Lindl., o que se mostrou bastante eficiente. O mesmo ocorreu para a espécie Vanda tricolor
Lindl, cultivada em polpa de banana e fertilizante (FAVETTA et al., 2014). Para Cattleya bicolor
Lindl, o0 meio mais adequado para o desenvolvimento desta espécie foi 0 meio contendo polpa de
coco (SOUZA et al., 2013).

Uma variedade de meios alternativos pode ser observado na literatura. Esses meios tém
utilizado insumos e residuos que, apesar do baixo custo tem permitido o sucesso da propagacao in
vitro de espécies de plantas. No entanto, € necessario que estes meios atendam as necessidades
intrinsecas de cada espécie, bem como os diferentes periodos de desenvolvimento. As microalgas,
por exemplo, podem se apresentar como uma suplementacdo importante para orquideas, pois além
de serem bioacumuladores de sais minerais podem auxiliar no desenvolvimento destas pela adicao

de reguladores de crescimento.

Microalgas

As microalgas apresentam grande potencial biotecnolégico, como a elevada fixacdo de
dioxido de carbono, biossorcédo de metais pesados, remocao de matéria organica de efluentes, além
da producdo, a partir de sua biomassa de biocombustiveis, de moléculas surfactantes (CARVALHO
et al., 2012; SCHMITZ et al., 2012) e condicionador do solo na agricultura pela biofertilizacéo
(DERNER et al., 2006; TREJO et al., 2012).

Sendo uma nova opg¢do de meio alternativo para o cultivo in vitro, considerando sua alta
producdo de biomassa em curto periodo de tempo, a necessidade de poucos nutrientes para 0 seu
desenvolvimento e a possibilidade de cultivo em meios alternativo de baixo custo, como o
fertilizante agricola NPK (CARVALHO et al., 2012; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2011;
2015).
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Além disso, estudos recentes detectaram concentragdes de auxinas, citocininas, giberelinas
e brassinosteroides em cepas de microalgas (STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b). Assim, é
possivel inferir o potencial biotecnoldgico das microalgas no cultivo in vitro de plantas superiores,
uma vez que esses hormonios sao essenciais para o desenvolvimento das mesmas.

O género Chlorella tém despertado interesse para diversos estudos (BASHAN et al., 2016;
CHAKRABORTY et al., 2013; NEOFOTIS et al., 2016; TREJO et al., 2012; WAGENEN et al.,
2015), devido a sua elevada produtividade, resisténcia a alteragdes do meio, capacidade de produzir
uma variedade de lipidios, polissacaridos e outros produtos celulares que podem ser de interesse
para a bioenergia ou produtos de elevado valor comercial (CAZZANIGA et al., 2014).

A microalga Chorella sorokiniana, por exemplo, apresenta diametro de 2-4,5 um de célula
Unica, com crescimento mixotrofico em varias fontes de carbono, o que facilita o seu cultivo in vitro
(L1IZZUL et al., 2014) (Figura 2). Henrikson (2009) caracterizou o género Chlorella sendo
composto por 60% de proteinas, 18 % de carboidratos, 10% de lipidios, 7% de minerais e 5% de
umidade, além de Beta caroteno precursor da Vitamina A, Vitaminas C, Vitamina E, Vitamina B6,
Vitamina B12, Tiamina (B1), Riboflavina (B2) e Acido Nicotinico (B3), além de minerais, como

Célcio, Ferro, Magnésio Sadio, Potéssio, Fosforo, Zinco.

10 pm

Figura 2. Detalhe de amostra da microalga Chlorella sorokiniana. Foto: Pereira, N.S. (2016).

Considerando o potencial biotecnoldgico que as microalgas vém apresentando, é esperado
que o uso das mesmas possa fornecer suplemento e/ou meio alternativo a formulacdo comercial
durante a micropropagacao in vitro de Schomburgkia crispa. Com isso podera elevar a qualidade do

material vegetal propagado e reduzir os custos de producao.
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OBJETIVOS
Geral
Avaliar o crescimento de Schomburgkia crispa durante a micropropagacgao in vitro em
meio de cultivo contendo a microalga Chlorella sorokiniana como suplemento e meio alternativo a

formulacdo comercial.

Especificos

Identificar o meio de cultivo mais adequado para o cultivo in vitro de Schomburgkia crispa
durante a fase de multiplicagao.

Identificar o meio de cultivo mais adequado para o cultivo in vitro de Schomburgkia crispa

durante a fase de enraizamento.

17



A Dissertacdo de Mestrado foi dividida em dois capitulos, apresentados a seguir.

CAPITULO I: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) com suplemento do
meio a base de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae)

Este primeiro capitulo apresenta os resultados da utilizacdo da microalga Chlorella
sorokiniana na forma de meio cultivado e de sobrenadante, resultante da centrifugagdo da meio
cultivado no cultivo in vitro de Schomburgkia crispa. Para tal, foram avaliadas duas fases da
micropropagagdo, a multiplicagdo e o enraizamento in vitro. Dessa forma as microalgas
suplementaram o meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), em substituicdo da agua
destilada, com o sobrenadante e a meio cultivado, além da adi¢do do regulador 6-benzilaminopurina
(BAP), para a multiplicacdo in vitro e do &cido indolbutirico (AIB) no enraizamento in vitro.

CAPITULO II: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) em meio alternativo a
base de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae)

No segundo capitulo, avaliou-se a utilizacdo da microalga Chlorella sorokiniana como
suplemento e meio alternativo ao meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), para o cultivo in vitro
de Schomburgkia crispa, sem a adi¢cdo de reguladores hormonais. Dessa forma foram utilizados o
sobrenadante e a meio cultivado das microalgas suplementando o meio WPM, em substituicdo da
agua destilada, assim como, o sobrenadante e a meio cultivado acrescidos somente de agente

gelificante.
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RESUMO

A espécie Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae) é uma epifita, encontrada em matas de galeria e
matas secas do Cerrado, que em condicdes naturais apresenta dificuldades de propagacéo. Este trabalho foi
desenvolvido com o intuito de avaliar o crescimento de S. crispa durante a multiplicagéo e enraizamento in
vitro em meio de cultivo suplementado com a microalga Chlorella sorokiniana. O meio cultivado e o
sobrenadante da microalga C. sorokiniana foram utilizados no meio de cultura WPM (Wood Plant Medium),
substituindo a é&gua destilada e acrescidos de diferentes concentragdes (0, 2,5 e 50 mg L% de 6-
benzilaminopurina (BAP) ou &cido indolbutirico (AIB). O meio de cultura WPM com 5,0 mg L™ de BAP
aumentou o nimero de brotacdes e 0 meio WPM com 2,5 mg L de AIB suplementado com meio cultivado
promoveu um aumento no namero de raizes. Assim, a microalga C. sorokiniana pode ser utilizada como
suplemento do meio WPM durante o cultivo in vitro de S. crispa na fase de enraizamento, pois promove
maior desenvolvimento no nimero de raizes.

Palavras- chave: Orquidea; Microalga; Multiplicacdo; Enraizamento.

ABSTRACT

The species Schomburgkia crispa Lindley, (Orchidaceae) is an epiphyte found in gallery forests and dry
forests of the Brazilian Cerrado, that under natural conditions, has difficulty of propagation. This research
was developed in order to evaluate the performance of S. crispa during multiplication and rooting in vitro in
culture medium supplemented with the microalgae Chlorella sorokiniana. The liquid biomass and the
supernatant of C. sorokiniana microalgae were used in WPM (Wood Plant Medium), substituting distilled
water and adding different concentrations (0, 2.5, and 5.0 mg L™) of 6-benzylaminopurine (BAP), and
indolebutyric acid (IBA). The WPM culture medium with 5.0 mg L™ BAP increased the number of shoots
and the WPM culture medium with 2.5 mg L™ IBA supplemented with liquid biomass promoted an increase
in the number of roots. Then, the possibility of using C. sorokiniana microalgae as the supplement of the
WPM medium during the in vitro culture of the S. crispa in rooting phase was found.

Key- words: Orchid; Microalgae; Multiplication; Rooting.
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INTRODUCAO

A Schomburgkia crispa Lindlley, (Orchidaceae) é uma epifita, encontrada em florestas de
galeria e matas secas do Cerrado, em lugares bem iluminados no alto das arvores, atingindo de 40-
50 cm de altura e sua flor de 2,5- 3 cm de didametro (MENDONCGCA et al., 1998). Ela esta na lista de
espécies presumivelmente ameacgadas de extingdo dentro da familia Orchidaceae para o estado de
Minas Gerais (FUNDACAO BIODIVERSITAS, 2007). Entretanto, para o estado de Mato Grosso
do Sul ainda ndo ha informag6es suficientes para a classificacdo desta espécie.

Considerando as dificuldades de propagacao natural das orquideas (RAMOS; CARNEIRO,
2007), e no sentido de colaborar sobre a reducdo da pressdo predatoria sobre as orquideas, existe a
necessidade de otimizar sua multiplicacdo para conservar e reintroduzir as populagcdes em seu
habitat.

A micropropagacao, por exemplo, é uma técnica que possibilita o cultivo rapido e em larga
escala de novos gendtipos, para a obtencdo de plantas livres de doencas e de mudas de espécies
dificeis de serem propagadas (DAMIANI; SCHUCH, 2008). Na micropropagacao os reguladores de
crescimento sdo importantes, pois, suprem as deficiéncias dos teores enddogenos do proprio
explante, estimulando respostas de interesse para diferenciacdo, crescimento, alongamento e
multiplicacdo celular (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

A compreensédo das proporc¢des dos reguladores de crescimento é essencial para 0 sucesso
da micropropagacdo. A proporc¢do da interacdo auxina/citocinina no meio de cultura é determinante
para a resposta organogénica. Geralmente, um aumento da relacdo auxina/citocinina induz a
formacdo de raiz, enquanto uma reducdo da relacdo auxina/citocinina induz a formacéo de brotos
(TAKAHASHI, 2002).

Entre as auxinas, o acido indol-butirico (AIB) tem sido o mais utilizado pelo fato de nédo
causar fitotoxicidade ao explante em uma ampla faixa de concentragdo (IACONA; MULEO, 2010).
Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de analisar a influéncia de AIB sobre o
enraizamento in vitro de orquideas, como em Dendrobium sabin (RAFIQUE et al.,, 2012) e
Oncidium baueri (CAMARGO et al., 2015) e ex vitro em Arundina bambusifolia, Dendrobium
nobile, e Oncidium sp. (MENGARDA et al., 2013), estes autores ndo relataram efeitos toxicos
decorrente das concentracdes de AIB utilizadas. De forma que, menores concentracdes de AlB
promoveram maior desenvolvimento in vitro de raizes em Dendrobium sabin e Oncidium baueri, ja
no cultivo ex vitro a utilizacdo de AIB promoveu enraizamento somente em D. nobile na
concentragio de 1200 mg L.

As citocininas sdo reguladores de crescimento que exercem importante papel na

micropropagacdo, pois influenciam diretamente a expansédo foliar, a quebra da dominancia apical e
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a formacdo de gemas adventicias (POZO et al., 2005). Entre as citocininas, a 6-benzilaminopurina
(BAP) tem sido a mais indicada para promover a proliferacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Em orquideas pode-se destacar 0s
estudos realizados em Dendrobium (NAMBIAR et al., 2012), Brassocattleya (CARDOSO; ONO
2011) e Phalaenopsis (SUBRAMANIAN et al., 2009), os resultados indicaram que a aplicagéo de
BAP aumentou a percentagem de inflorescéncia e contribuiu para o aumento no ndmero de
brotacdes, folhas e flores produzidas.

Entretanto, os reguladores de crescimento apresentam valores extensivamente caros, e
alcangcam valore de US$ 115,00 o grama da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP), a US$ 15,00 o
grama da auxina &cido indolbutirico (AIB) (SIGMA, 2016). Dessa forma, € necessaria a busca de
meio de cultivo in vitro alternativo, que reduza os custos e favorecam o desenvolvimento de plantas
com a mesma qualidade fisioldgica das obtidas com o uso de formulacdes comerciais.

Uma nova opcdo de meio alternativo e/ou suplemento para meio de cultivo in vitro, é a
utilizacdo de microalgas. Estudos recentes detectaram concentra¢des de auxinas, citocininas,
giberelinas e brassinosterdides em cepas de microalgas (STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b),
demonstrando potencial biotecnolégico para serem aplicadas no cultivo in vitro de plantas
superiores, uma vez que esses hormdnios sao essenciais para o0 desenvolvimento das mesmas.

Desta forma, considerando o potencial biotecnolégico da microalga Chlorella sorokiniana
e a importancia da Schomburgkia crispa, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
crescimento de Schomburgkia crispa nas fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro, cultivada

em meio suplementado pela microalga Chlorella sorokiniana.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de julho de 2014 a julho de 2015. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados - MS. O material vegetal foi
constituido de microplantas de Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae), previamente
estabelecidas in vitro. Os explantes utilizados consistiram de segmentos caulinares com duas gemas
laterais e gema apical na fase de multiplicacdo e quatro gemas laterais e gema apical no

enraizamento, sendo as folhas mantidas nos segmentos em ambas as fases.
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A cepa da microalga Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) foi adquirida da Fundagao
André Tosello (Ref. 211-32) linhagem e cultivada in vitro no laboratério do Centro de Pesquisa em
Biodiversidade (CPBio) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS).

A microalga foi cultivada em meio sintético NPK (CARVALHO et al., 2012) em
laboratorio, mantida em sistema de cultivo estdtico ndo axénico, com aeracdo constante,
temperatura ambiente e fotoperiodo controlado (12 h luz / 12 h escuro). Para a preparacdo da
solucéo estoque de NPK, foram adicionados de 0,70 g de adubo quimico NPK (20-5-20 g/L™) para
cada 1.000 mL de agua destilada, sendo a solucéo esterilizada em autoclave a 121°C durante 20
minutos. Utilizou-se 10 mL da solucdo estoque para 1.800 mL de &gua destilada e 190 mL de
amostra de microalga (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2003).

As microalgas foram utilizadas nos experimentos na densidade média de 107 x 10° células
mL?. Foram utilizadas a meio cultivado de C. sorokiniana, que é a microalga em seu meio de
cultivo (agua e NPK). E o sobrenadante obtido da centrifugagcdo do meio cultivado das microalgas
por 5 minutos a 3500 rpm.

O meio cultivado e o sobrenadante da microalga C. sorokiniana foram utilizados no
preparo do meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) (LLOYD; MCCOWN, 1980), substituindo
a agua destilada. Também foram avaliados no meio de cultura diferentes concentragdes de
regulador de crescimento.

Na primeira etapa, que se refere a multiplicacdo dos explantes de S. crispa, foram
avaliados trés concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0, 2,5 e 5,0 mg L) e o meio WPM
suplementado com meio cultivado e sobrenadante de C. sorokiniana e, testemunha sem
suplementacao de microalgas (Figura 1).

Na segunda etapa, que se refere ao enraizamento dos explantes de S. crispa, foram testados
trés concentragdes de acido indolbutirico (AIB) (0, 2,5 e 5,0 mg L) e 0 meio WPM suplementado
com meio cultivado e sobrenadante de C. sorokiniana e, testemunha sem suplementacdo de
microalgas (Figura 1).

Cada etapa foi composta de nove tratamentos, em delineamento inteiramente casualizado.
Cada tratamento foi constituido de quatro repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida de um frasco

de cultivo, com cinco explantes cada.
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Figura 1. Esquema ilustrando os nove tratamentos da primeira etapa do experimento, referente a fase de multiplicacéo
in vitro de Schomburgkia crispa em meio WPM (Wood Plant Medium) suplementado com sobrenadante (Sob) e meio
cultivado (BL) de Chlorella sorokiniana e concentracdes de acido indol-butirico (AIB) ou 6-benzilaminopurina (BAP).

o | x4 CD 1 x4 —) 1 x4
WPM |+ WPM | + 4+ 2o mel WPM | + 4| >0mslL
T 5 explantes H,0 BAP/AIB 5 explantes H,0 BAP/AIB
5 explantes P P
x4 — x4 — x4
WPM | + WPM | + +/25mglL? WPM | + +|50mgL?
5 explantes Sob 5 explantes Sob BAP/A|B 5 explantes Sob BAP/A| B
— X4 —_— - x4 n x4
WPM | + wPM | + +|25mglL? wPM | + 4 >0msl
5 explantes 5 explantes BAP/A'B 5 explantes BAP/A'B

Em cada frasco foram adicionados 30 mL do meio WPM preparado de acordo com o
tratamento e acrescido de 100 mg L™ mio-inositol e 30 g L™ de sacarose além do acréscimo dos
fitorreguladores BAP e AIB, para a multiplicacdo e o enraizamento, respectivamente, de acordo
com o tratamento. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,8 antes da inclusdo do &gar na
concentracio de 6,0 g L. Estes foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5 atm de presséo por
20 minutos. Os explantes foram transferidos para frascos de vidro transparente com tampa plastica e
com capacidade de 250 mL

Apos a inoculacdo, os frascos de cultivo foram transferidos para sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, com densidade de fluxo de fotons de 45 umol m? s e fotoperiodo de 16

horas e cultivados por 60 dias.

AVALIACAO E ANALISE DOS DADOS

Apos 60 dias de cultivo foram avaliados numero de folhas (NF), comprimento de folhas
(cm) (CF), numero de raizes (NR), comprimento das raizes (cm) (CR), numero das brotacdes (NB),
comprimento das brotacbes (cm) (CB), massa fresca da parte aérea (mg) (MFPA), massa seca da
parte aérea (mg) (MSPA), massa fresca do sistema radicular (mg) (MFSR) e massa seca do sistema
radicular (mg) (MSSR).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro, por meio do programa
estatistico Winstat (MACHADO; CONCEICAO, 2002).
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RESULTADOS

Multiplicacio

Na fase de multiplicagdo in vitro de Schombugkia crispa Lindl, de modo geral, os fatores
estudados exerceram influéncia significativa (P < 0,5). De acordo com a analise de variancia
(Tabela 1), o meio de cultivo foi significativo a 5% para comprimento de folhas e raizes e para as
massas fresca e seca da parte aérea. Para o fator concentragdo de 6- benzilaminopurina (BAP)
observou-se um efeito significativo (1 e 5%) para a maioria das variaveis estudadas, com excecao
do comprimento de folhas. A interacdo dos dois fatores foi observada sobre o nimero de raizes e

sobre as massas fresca e seca do sistema radicular.

Tabela 1. Resumo da anélise de variancia durante a etapa de multiplicagdo in vitro, de Schomburgkia crispa, cultivada
em meio WPM suplementado com Chlorella sorokiniana e diferentes concentrac@es de BAP.

GL- Grau de Liberdade; CV — Coeficiente de variagdo; NF- ndmero médio de folhas; CF- comprimento médio das
folhas; NR- nimero médio de raizes; CR- comprimento médio de raizes; NB- nimero médio de brotacbes; MFPA-

Fonte ge GL Quadrados Médios
variacio
NF CF NR CR NB MFPA  MFSR  MSPA  MSSR
Meio 2 0.120%  0.387" 0.705™ 0.355" 0.023® 122903  6136™ 2144~ 22.86™
Concentragéo 2 1.972"  0.095™ 28.76™ 6.480" 2.003™  46211°  898492" 1087  7040™
Meiox 4 0173  0.118™ 5392 0.820" 0.426™  9885" 61293  92.95" 7352
Concentragéo
Residuo 24 0.301 0059 1438 0055  0.221 8817 2987 137 61.43
CV% 12.32 31.07 37.32 2813  32.80 30.47 25.07 2573 3553
Média Geral 4.45 0.78 3.21 0,84 143 308 218 455  22.05

massa fresca da parte aérea; MFSR- massa fresca do sistema radicular; MSPA- massa seca da parte aérea; MSSR-
massa seca do sistema radicular,
** *ans, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Os explantes cultivados em meio sem regulador (BAP) apresentaram maior numero e
comprimento de folhas em comparacédo ao cultivo em meio contendo regulador. O nimero de folhas
foi independente da formulacdo do meio, ja o comprimento da lamina foliar foi maior em meio
WPM suplementado com o sobrenadante da microalga Chlorella sorokiniana (Tabela 2).

Ao contrario do observado nos resultados anteriores, a presenca de BAP promoveu maior
nimero de brotagdes. Observou-se que na adicdo de 50 mg L' de BAP, o nimero de
desenvolvimento das brotac6es foi superior, sendo observado, o nimero médio de 1,85 brotos por
explante (Tabela 2).

Com relagdo ao desenvolvimento do sistema radicular, simultaneo a fase de multiplicacéo,
explantes cultivados em meio sem adicdo de regulador apresentaram resultados superiores, sendo
observada uma média 4,86 de raizes por explante, e 1,68 cm de comprimento. Porém o meio
suplementado com o sobrenadante promoveu maior desenvolvimento no nimero médio de raizes
(Tabela 3).

Pode-se dizer que o cultivo em meio WPM com 5,0 mg L de BAP suplementado com

sobrenadante, favorece o crescimento da parte aérea. Produzindo maior quantidade de biomassa,
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tanto fresca quanto seca, apesar dos fatores estudados meio de cultivo e concentragdo do regulador
terem apresentado efeitos isolados (Tabela 4).

Com relagdo massa fresca e seca do sistema radicular, observou-se que explantes cultivados
em meio WPM sem regulador suplementado com sobrenadante das microalgas produziram maior
quantidade de massa, apresentando uma relacdo direta com os valores obtidos para o nimero e

comprimento de raizes (Tabela 4).
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Tabela 2. Efeito do meio de cultivo com suplementagdo de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentracGes de BAP sobre o nimero e comprimento de
folhas e nimero de brotacdes, durante a multiplicacdo in vitro de Schomburgkia crispa.

Comprimento de Folhas NUmero de Brotacdes

Concentracéo de BAP (mg L)

Numero de Folhas

0 25 50 Méd. 0 25 50 Méd. 0 25 50 Méd.
WPM 4,9Aa 43Aab  3,7Ab 4,34A 0,68Ba 0,6Aa 0,72ABa 0,78 1,0Ab 1.4Aab 19Aa 1,457
WPM+ Sobrenadante 49Aa 4,2Aa 4,4Aa 4,544 1,1Aa 0,8Aa 0,9Aa 0,99~ 1Aa 1,7Aa 1,4Aa 1,38~
W;'}fi’\'/;\é'g'o 4,9Aa 4,1Aa 43Aa 4,477 0,7ABa 0,7Aa 0,39Ba 0,78 1,0Ab 1,1Ab 2.2Aa 1,467
Média 4,9 43 40 0,88 0,76° 0,708 1,080 1,41% 1,854

Tabela 3. Efeito do meio de cultivo com suplementacdo de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentracdes de BAP sobre o ndmero e comprimento de raizes
durante a multiplicagdo in vitro de Schomburgkia crispa.

Comprimento de Raizes
Concentracdo de BAP (mg L)

Numero de Raizes

0 2,5 5,0 Média 0 25 5,0 Média
WPM 5,05ABa 3,17Aab 1,68Ab 3.304 1,80Aa 0,56ABb  0,35Ab 0,904
157A
WPM+ Sobrenadante 5,86Aa 1,82Ab 1,12Ab 2,934 a 0,15Bb 0,2Ab 0,648
WPM+ Meio cultivado 3,68Ba 3,91Aa 2,58Aa 3.394 166Aa 0,78Ab 0,45Ab 0,96~
Média 4.862 2.97b 1.8°P 1.682 0.5b 0.33"

Tabela 4. Efeito do meio de cultivo com suplementacdo de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentragcdes de BAP sobre as massas fresca e seca da parte
aérea e do sistema radicular durante a multiplicacdo in vitro de Schomburgkia crispa.

Massa Fresca do Sistema Radicular Massa Seca da Parte Aérea Massa Seca do Sistema Radicular

Concentracdo de BAP (mg L)

Massa Fresca da Parte Aérea

0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 50 Méd.
WPM 200Bb 216Bb  383Aa 2668 557Ba  134Ab TAc 233~ 31Bb 36Bb 58ABa 428 52Aa 16Ab 2Aa 23A
WPM+ Sobrenadante 404Aa 416Aa 450Aa 4237 647Aa 9Bb 3Ab 228~ 53Aa 58Aa 68Aa 60~ 63Aa 1Bb 0,5Ab 21A
WPM+ Meio cultivado 246ABb  153Bb  302Aa 2348 361Ca  156Ab 58Ac 1924 31Ba 28Ba 42Ba 348 32Ba  21Aab 8Ab 20
Média 283 262° 3782 5302 100° 23¢ 380 48P 562 49.52 13° 3.6°

Letras mailsculas, na coluna, comparam os meios de cultura dentro da mesma concentracdo de BAP, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Letras minusculas, na linha, comparam as diferentes concentracdes de BAP dentro do meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Letras sobrescritas maidsculas, na coluna, comparam as médias entre as concentrages de BAP dentro do mesmo meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.
Letras sobrescritas mindsculas, na linha, comparam as médias entre os meios de cultura dentro de diferentes concentragdes de BAP, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.
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Quanto ao aspecto geral das microplantas, apds 60 dias de cultivo (Figura 2), é possivel
observar que os explantes cultivados em meio contendo WPM com a suplementacéo de microalgas,
seja na forma de sobrenadante ou meio cultivado, apresentaram raizes mais pigmentadas (verdes),
independentemente da presenga ou auséncia de regulador; quanto ao aspecto das brotagdes,
explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L™ de BAP apresentaram maior niimero de

brotagdes.
| omgLiBAP | | 25mgLiBAP | | somgLiBAP |
N/ 7 N

j
lcm ' lcm . lcm

[o]
m 1lcm lcm

! 1]
lcm 1lcm lcm

Figura 2. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella
sorokiniana como suplemento do meio de cultivo WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980). A-WPM; B-WPM+2,5 mgL™*
BAP; C-WPM+5,0 mgL™* BAP; D-WPM+ Sobrenadante; E- WPM+ 2,5 mgL™? BAP +Sobrenadante; F- WPM+ 5,0
mgL* BAP+ Sobrenadante; G-WPM+ Meio cultivado; H- WPM+2,5 mgL* BAP+ Meio cultivado; I- WPM+ 5,0 mgL™*
BAP +Meio cultivado.

Enraizamento

Na segunda etapa, durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa, de acordo com
a analise de variancia (Tabela 5) observou-se um efeito significativo do meio de cultivo, das
concentracdes de &cido indolbutirico (AIB) e a interacdo entre esses fatores. O meio de cultivo
influenciou o desenvolvimento do nimero e comprimento de raizes e folhas, bem como o nimero
de brotacGes. J& o uso de AIB nas diferentes concentracdes estudadas foi significativo para o
comprimento de folhas, nimero de brotacfes e para a massa fresca e seca do sistema radicular. O
efeito da interacdo entre esses fatores durante o enraizamento in vitro foi observado no

comprimento das folhas, nimero de brotacfes e na massa fresca e seca do sistema radicular.
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia para as variaveis: GL- Grau de Liberdade; CV — Coeficiente de variacdo; NF-
nimero médio de folhas; CM- comprimento médio das folhas; NR- nimero médio de raizes; NB- nimero médio de
brotacdes; MFPA- massa fresca da parte aérea; MFSR- massa fresca do sistema radicular; MSPA- massa seca da parte
aérea; MSSR- massa seca do sistema radicular, durante a etapa de enraizamento in vitro, de Schomburgkia crispa,
cultivada em meio WPM suplementado com Chlorella sorokiniana e diferentes concentrages de AIB.

Fonte de variagdo  GL Quadrados Médios

NF CF NR CR NB MFPA MFSR MSPA MSSR

Meio 2 176" 3.20" 19.80™ 0.44™ 0.18* 20620" 193398™  895.72"  1047"

Concentracéo 2 0.84™ 0.81"™ 285" 023" 0.14* 39068 579159 617 4273
Meiox 4 073 045" 1.94% 016 021" 20791  257268"  400.1%  2587.9"

Concentracéo

Residuo 24 032 0.06 0.86 0.07  0.03 11832 69709 410.33  566.37

CV% 1253 1641 2142 21.39 17.02 26.64 38.44 31.74 36.33

Média Geral 448 143 4.33 122 1.09 408.29 686.81 63.81 65.49

** * @ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste de Tukey.

Explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L™ de AIB apresentaram maior niimero e
comprimento médio de folhas. Entretanto, explantes cultivados em meio WPM com 5,0 mg L de
AIB suplementado com o sobrenadante apresentaram maior nimero de folhas (4,9), enquanto que o
meio WPM com 50 mg L de AIB suplementado com meio cultivado apresentou maior
comprimento médio (2,45cm). Quanto ao numero de brotagdes, explantes cultivados em meio
WPM sem a adi¢éo de regulador apresentaram maior numero médio (1,65) (Tabela 6).

Para o numero de raizes, observou-se que explantes cultivados em meio contendo AIB,
independentemente da concentracéo (2,5 ou 5,0 mg L de AIB) apresentaram maior nimero médio,
quando comparadas ao tratamento sem regulador, assim como para o comprimento médio das
raizes. Quanto a composicdo do meio de cultivo, explantes cultivados em meio contendo meio
cultivado, apresentaram maior namero de raizes (5,8). Diferentemente do nimero raizes, explantes
cultivados em meio contendo meio cultivado foram os que apresentaram menor comprimento médio
das raizes, apresentando maior comprimento médio em meio WPM (1,32cm) (Tabela 7).

Explantes cultivados em meio WPM com 2,5 mg L-1 de AIB suplementado com meio
cultivado, apresentaram um aumento na massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular,

quando comparados aos demais tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 6. Efeito do meio de cultivo com suplementacao de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentrac@es de AIB sobre o nimero e comprimento de folhas
e nimero de brotagdes, durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa.

Numero de Folhas

Comprimento de Folhas

Numero de Brotacoes

Concentracéo de AIB (mg L)

0 25 50 Méd. 0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd.
WPM 4,56Aa 4,52Aa 4,8ABa 4,624 0,88Ba 1,09Ba 1,21Ba 1.068 1,65Aa 1,05Ab 1Ab 1.23~
WPM+ Sobrenadante 4,6 Aa 4,8 Aa 4,9 Aa 4,764 1,21ABa 1,34Ba 1,07Ba 1.218 1Ba 1Aa 1,15Aa 1.05%8
WPM+ Meio cultivado 3,43Bb 4,85Aa 3,85Bb 4,048 1,31 Ab 2,45Aa 2,30Aa 2.024 1Ba 1Aa 1Aa 1.08
Média 4192 4.722 4512 1.13° 1.632 1.522 1.212 1.01° 1.05%®

Tabela 7. Efeito do meio de cultivo com suplementacdo de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentracfes de AlB sobre o nimero e comprimento de raizes

durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa.

Numero de Raizes

Comprimento de Raizes

Concentracdo de AIB (mg L)
0

0 2,5 5,0 Méd. 5,0 Méd.
WPM 2,8Aa 3,73Ba 3,35Ba 3.328 0,99ABb 1,29Aab 1,68Aa 1.32A
WPM+ Sobrenadante 4,15Aa 4,15Ba 3,37Ba 3.898 1,36Aa 1,33Aa 1,35ABa 1.34A
WPM+ Meio cultivado 4,46Aa 6,53Aa 6,33Aa 5.77A 0,87Ba 1,14Aa 1Ba 1.08
Média 3.83° 4.802 4,350 1.07° 1.25% 1.342

Tabela 8. Efeito do meio de cultivo com suplementacgdo de microalgas da espécie Chlorella sorokiniana e das concentracfes de AIB sobre as massas fresca e seca da parte
aérea e do sistema radicular durante o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa.

MFPA MFSR MSPA MSSR
Concentracdo de AIB (mg L)
0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd. 0 2,5 5,0 Méd.

WPM 350Aa 337Ba 434Aa 374A 366Aa 667Aa  823ABa 6194 53Aa 53Ba 66Aa 584 40ADb 58Aab 92Aa 644

WPM+ 368Aa 406ABa 414Aa 396~ 630Aa 684Aa 508Ba 607~ 56Aa 58ABa 64Aa 594 60Aa 64Aa 45Ba 564
Sobrenadante
Mei\(:\/(zjl\l/tli*\-/a do 310Ab 560Aa 493Aab 454A 303Ab 1123Aa  1073Aa 833~ 56Aa 90Aa 74Aa 737 30Ab 100Aa 96Aa 754

Média 3422 4342 4472 433b 8252 8012 552 672 682 43b 742 782

Letras mailsculas, na coluna, comparam os meios de cultura dentro da mesma concentragdo de AlB, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Letras minusculas, na linha, comparam as diferentes concentracdes de AIB dentro do meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Letras sobrescritas maiusculas, na coluna, comparam as médias entre as concentracfes de AIB dentro do mesmo meio de cultura, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.

Letras sobrescritas minusculas, na linha, comparam as médias entre os meios de cultura dentro de diferentes concentra¢des de AIB, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.
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Quanto ao aspecto geral das microplantas na fase de enraizamento, apds 60 dias de cultivo
(Figura 3), é possivel observar que os explantes cultivados em meio contendo WPM e WPM com
meio cultivado, na presenca e auséncia de regulador apresentaram raizes mais desenvolvidas

quando comparadas aos explantes cultivados em meio WPM com sobrenadante na presenca e
auséncia de regulador.

i

- B[

Figura 3. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella
sorokiniana como suplemento do meio de cultivo WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980). A-WPM; B-WPM+2,5 mgL™*
AIB; C-WPM+5,0 mgL™* AIB; D-WPM+ Sobrenadante; E- WPM+ 2,5 mgL™* AIB +Sobrenadante; F- WPM+ 5,0 mgL-
L AIB + Sobrenadante; G-WPM+ Meio cultivado; H- WPM+2,5 mgL* AIB + Meio cultivado; I- WPM+ 5,0 mgL™ AIB
+Meio cultivado.

DISCUSSAO

As citocininas exercem importante papel na micropropagacdo, pois influenciam
diretamente a expansdo foliar, a superacdo da dominancia apical e a formacdo de gemas adventicias
(POZO et al., 2005). Neste experimento, o efeito das citocininas sobre a expansdo foliar ndo foi
observado. Porém houve um aumento significativo do nimero de brotacbes em explantes cultivados
em meio contendo BAP, principalmente na concentragdo de 5,0 mg L.

De modo geral, o desenvolvimento de novas brotaces causou a reducdo do crescimento
foliar e simultaneamente a diminui¢do do nimero de folhas. A reducdo do crescimento foliar pode
ser explicada pelo fato da inducéo e crescimento de um novo broto atuar como um dreno, desviando
fotoassimilados que poderiam ser utilizados na expansédo foliar. Por sua vez, ao aumentar o nimero

de brotagdes, seria esperado 0 aumento concomitante do nimero de folhas. Porém, neste caso é
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importante enfatizar que todos os protocormos formados foram avaliados como brotagoes,
independentemente do estagio e da presenca de folhas.

Para a multiplicagdo de Schomburgkia crispa tendo como objetivo a obtencdo de maior
nimero de brotacBes indica-se 0 uso do meio de cultura WPM e 5,0 mg L™ de BAP. Pois quanto
maior o nimero de brotos obtidos, maior o percentual de clones (mudas) produzidos.

Na preparacdo dos brotos para a fase de enraizamento indica-se a transferéncia do WPM
com 5,0 mg L de BAP para o meio WPM suplementado com sobrenadante sem a adicdo de
regulador de crescimento, pois nesta condi¢do de cultivo as microplantas apresentam maior vigor e
producdo de biomassa, além de apresentarem maior crescimento foliar, 0 que aumenta a area
fotossintetizante, e como consequéncia melhorando a qualidade fisiolégica da planta para a fase de
enraizamento e mudanca do estado mixotréfico para autotréfico.

E preciso considerar que na multiplicacdo in vitro o principal objetivo é produzir o maior
namero possivel de propagulos geneticamente uniformes e que possam vir a serem enraizados na
fase seguinte (CANHOTO, 2010). Conforme observado neste experimento, devido a ocorréncia de
enraizamento em S. crispa durante a fase de multiplicacdo, pode-se suprimir a fase seguinte
(enraizamento), considerando que a microplanta produzida ja estd completa para o processo de
aclimatacdo. O enraizamento in vitro € de grande importancia econdmica, de conservacao e de
preservacdo de espécies ja que aumenta a taxa de sobrevivéncia das mudas quando estas passam
para a fase de aclimatizacao.

No entanto é importante enfatizar que a aplicagdo da técnica de micropropagacdo na
grande maioria dos casos tem como principal objetivo a producdo de mudas em larga escala. Desta
forma, o enraizamento direto, ainda na fase de multiplicacdo, inviabiliza ou reduz de forma
consideravel a obtencdo de mudas em larga escala. Outro fator limitante do enraizamento
simultaneo a multiplicacdo é que para a formacdo de raizes durante esta fase haverd uma divisao
dos fotoassimilados entre parte aérea e sistema radicular, e como consequéncia a reducdo do
namero e crescimento das brotagdes.

A inducdo e o crescimento radicular sdo dependentes da presenca de auxinas, enquanto que
a inducdo e crescimento de gemas adventicias sdo controladas pela acdo de citocininas (TAIZ;
ZEIGER, 2009), sendo estes efeitos regulados endogenamente pelo balanco hormonal
auxina/citocinina. Um aumento dessa relacdo induz a formacdo de raiz, enquanto uma reducao
induz a formacao de brotos (TAKAHASHI, 2002).

De acordo com os resultados obtidos, fica claro que a presenca de AIB no meio de cultivo
aumentou a relacdo auxina/citocinina, principalmente quando o meio foi suplementado com meio

cultivado de C. sorokiniana, induzindo a formagdo de maior nimero de raizes. Na presenca de BAP
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houve um aumento na relagdo citocinina/auxina, promovendo o desenvolvimento de maior nimero
de brotos.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo relevantes considerando a escassez de trabalhos
sobre a espécie de orquidea apresentado e sobre o tipo de tecnologia empregada na utilizacdo da
microalga. Dentre os trabalhos encontrados, podemos citar Sousa et al., (2007) que analisaram a
contaminacdo microbiana na propagacdo in vitro e Souza et al., (2014) que analisaram 0 uso
antioxidantes e auséncia de luz no desenvolvimento in vitro de Schomburgkia crispa. No entanto
nao é possivel comparar os resultados encontrados nestes experimentos, pois os fatores estudados e

as variaveis analisadas foram diferentes.

CONCLUSAO

Para a multiplicagdo de Schomburgkia crispa tendo como objetivo a obtencdo de maior
nimero de brotagdes indica-se 0 uso do meio de cultura WPM com 5,0 mg L™ de BAP. Para maior
desenvolvimento da parte aérea, obtendo-se maiores valores de massa fresca, indica-se 0 uso do
meio de cultura WPM com 5,0 mg L™ de BAP suplementado com o sobrenadante de Chlorella
sorokiniana.

Para a preparacdo dos brotos para a fase de enraizamento indica-se a transferéncia do
WPM com 5,0 mg L™ de BAP para o meio WPM suplementado com sobrenadante sem a adicdo de
regulador de crescimento.

Para o enraizamento in vitro de Schomburgkia crispa sugere-se o uso do meio WPM com
2,5 mg Lt de AIB suplementado com meio cultivado.

Dessa forma, o desenvolvimento de Schomburgkia crispa foi beneficiado pelo cultivo in
vitro em meio contendo a microalga Chlorella sorokiniana, tanto na forma de sobrenadante como

de meio cultivado.
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CAPITULO II: Cultivo in vitro de Schomburgkia crispa (Orchidaceae) em meio alternativo a base
de Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae)
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RESUMO

Diversos meios de cultivo alternativos tém sido utilizados no estudo do cultivo in vitro de orquideas. Neste
trabalho foi avaliado o desempenho de Schomburgkia crispa Lindlley, durante a micropropagacéo in vitro,
quando cultivada em meio alternativo a base da microalga Chlorella sorokiniana. Dessa forma os explantes
foram testados em cinco fatores: somente meio WPM; meio WPM com sobrenadante de C. sorokiniana;
meio WPM com meio cultivado de C. sorokiniana sobrenadante com agar e meio cultivado com o agar.
Explantes de S. crispa cultivado em meio com sobrenadante e/ou meio cultivado da microalga C.
sorokiniana apresentaram resultados semelhantes aos cultivados em meio WPM. Assim, € possivel inferir
sobre a utilizacdo eficiente da microalga C. sorokiniana como meio alternativo ao meio WPM durante o
cultivo in vitro de S. crispa.

Palavras-chave: Orquidea; Microalga; Micropropagacao; Wood Plant Medium (WPM).

ABSTRACT
Different alternative culture medias have been used to study the orchid cultivation in vitro. In this work we
evaluated the micropropagation in vitro of Schomburgkia crispa Lindlley grown in alternative medium
enriched with microalgae Chlorella sorokiniana. Thus, the explants were tested on five factors: only WPM,;
WPM medium with supernatant of C. sorokiniana; WPM with liquid biomass of C. sorokiniana; supernatant
of C. sorokiniana with agar; and liquid biomass of C. sorokiniana with the agar. S. crispa explants cultured in
media containing supernatant and / or liquid biomass of microalgae C. sorokiniana showed similar results to
those grown in WPM. Thus, it is possible to infer about the efficient use of microalgae C. sorokiniana as an
alternative means to WPM during in vitro culture of S. crispa.

Key-words: Orchid; Microalgae; Micropropagation; Wood Plant Medium (WPM).
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INTRODUCAO

Para que a producdo de mudas por técnicas de cultivo in vitro seja viavel comercialmente,
é necessaria a busca de meios de cultivo alternativos as formulacdes comerciais, a fim de reduzir os
custos. Alem disso, os meios alternativos devem favorecer o desenvolvimento de mudas com a
mesma qualidade fisioldgica das obtidas com o uso de formulagGes comerciais. Os meios de cultivo
comumente utilizados, como exemplo, 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD;
MC COWN, 1980), apresentam valores extensivamente caros, em média US$ 55,00 a 70,00 para
produzir 10 L de meio de cultivo (SIGMA, 2016).

A micropropagacdo € uma técnica de cultivo in vitro que tem sido empregada para a
propagacdo de plantas, pois possibilita o cultivo répido e em larga escala de novos gendtipos, a
obtencdo de plantas livres de doencas e a obtencdo de mudas de espécies dificeis de serem
propagadas por outros metodos (DAMIANI; SCHUCH, 2008).

Um meio de cultura especifico é identificado para cada espécie pela composicdo e
concentracdo de sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e outros suplementos
organicos (VENTURA et al., 2002). Diversos meios de cultura alternativos e de baixo custo tém
sido testados na propagacdo in vitro de orquideas. S&o exemplos a utilizagdo polpas de banana,
tomate, chuchu, mamao, coco e fertilizante (NPK). No entanto, os meios que promoveram melhores
resultados em orquideas foram aqueles que utilizaram polpa de banana juntamente com o
fertilizante (NPK) (STANCATO et al., 2008; SU et al., 2012; SOUZA et al., 2013; FAVETTA et
al., 2014). Isso indica a necessidade de novos estudos que viabilizem meios alternativos para
especificos para determinadas espécies de orquideas.

Uma nova opcdo de meio alternativo para meio de cultivo in vitro pode estar nas
microalgas, devido a sua elevada produtividade e termo resisténcia, capacidade de produzir um uma
variedade de lipidios, polissacaridos e outros produtos celulares (CAZZANIGA et al., 2014), que
sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas. Entre as microalgas, a Chlorephyceae Chlorella
sorokiniana tém se destacado pela elevada produtividade, tolerancia a altas temperaturas e producéo
de compostos essenciais para o0 desenvolvimento das plantas (BASHAN et al., 2016; NEOFOTIS et
al., 2016; STIRK et al., 2013a; STIRK et al., 2013b).

Dentre as espécies de orquideas, a Schomburgkia crispa Lindlley se destaca pela beleza,
rusticidade, raridade em algumas regides e auséncia de estudos que viabilizem sua
micropropagacdo. Ela é uma epifita encontrada em florestas de galeria e matas secas do cerrado, em
lugares bem iluminados no alto das arvores, atingindo de 40-50 cm de altura e sua flor de 2,5- 3 cm

(MENDONCA et al., 1998). Esta espécie esta na lista de espécies presumivelmente ameacadas de
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extincdo dentro da familia Orchidaceae para o estado de Minas Gerais (FUNDAGAO
BIODIVERSITAS, 2007). Entretanto, para o estado de Mato Grosso do Sul ainda ndo ha
informacdes suficientes para a classificacdo desta espécie.

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de avaliar o desenvolvimento de
Schomburgkia crispa durante a micropropagacdo in vitro com o uso da microalga Chlorella
sorokiniana como meio de cultivo alternativo em detrimento do meio comercial Wood Plant
Medium (WPM).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados - MS.
O material vegetal foi constituido de microplantas de Schomburgkia crispa Lindlley (Orchidaceae),
previamente estabelecidas in vitro.

As microalgas foram obtidas de cultivos in vitro realizados no laboratorio do Centro de
Pesquisa em Biodiversidade (CPBio), Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS). As
cepas da microalga Chlorella sorokiniana (Chlorophyceae) foram cedidas pelo Instituto André
Tosello (Ref. 211-32).

A microalga foi cultivada em meio sintético NPK (CARVALHO et al., 2012) em
laboratério, mantidas em sistema de cultivo estatico ndo axénico, com aeracdo constante,
temperatura ambiente e fotoperiodo (12 h luz / 12 h escuro). Elas foram utilizadas nos experimentos
na densidade média de 108 x 10° células mL™.

Na preparacao dos meios de cultura foram utilizados o sobrenadante e a meio cultivado de
Chlorella sorokiniana em quatro tratamentos (Figura 1). No primeiro tratamento foi utilizado o
sobrenadante com WPM (Wood Plant Medium — LLOYD; MCCOWN, 1980); no segundo
tratamento foi utilizado a biomassa liqguida com WPM; no terceiro tratamento foi utilizado o
sobrenadante com o agente gelificante Agar; no quarto tratamento foi utilizada a meio cultivado
com o agente gelificante Agar. Também foi utilizado um controle com WPM e agua destilada. Para
obtencdo do sobrenadante a meio cultivado das microalgas, ou seja, as microalgas em seu meio de
cultivo foram centrifugadas por 5 minutos a 3500 rpm.

Os experimentos totalizaram quatro tratamentos e um controle, em delineamento
experimental inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituido de quatro repeticoes, sendo
cada repeticdo constituida de um frasco de cultivo, com cinco explantes cada. Os explantes
utilizados consistiram de segmentos caulinares com 2 gemas laterais e gema apical, sendo as folhas

mantidas nos segmentos (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos cinco tratamentos referentes a micropropagacao in vitro de Schomburgkia crispa em
meio WPM (Wood Plant Medium) suplementado com sobrenadante (Sob) e meio cultivado (BL), e sobrenadante e
meio cultivado de Chlorella sorokiniana acrescidos de agente gelificante (Agar).

Os explantes foram transferidos para frascos de vidro transparente com tampa plastica e
com capacidade de 250 mL, em cada frasco foram adicionados 30 mL do meio WPM, que com
excecdo do meio formulado somente com sobrenadante e/ou meio cultivado foram acrescidos de
100mg L mio-inositol e 30g L™ de sacarose. Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,8 antes da
inclusdo do agar na concentracdo de 6,0g L™, estes foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5
atm de pressédo por 20 minutos.

Apos a inoculacdo, os frascos de cultivo foram transferidos para sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, com densidade de fluxo de fotons de 45 pumol m? s e fotoperiodo de 16

horas, e cultivados por 60 dias.

AVALIAGAO E ANALISE DOS DADOS

Aos 60 dias de cultivo foram avaliados, o nimero de folhas (NF), comprimento de folhas
(cm) (CF), o numero de raizes (NR) e comprimento das raizes (cm) (CR), o numero das brotacdes
(NB) e comprimento das brotacbes (cm) (CB), a massa fresca da parte aérea (mg) (MFPA), massa
seca da parte aérea (mg) (MSPA), a massa fresca do sistema radicular (mg) (MFSR) e a massa seca
do sistema radicular (mg) (MSSR).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Duncan em nivel de 5% de probabilidade de erro, por meio do programa
estatistico Winstat (MACHADO; CONCEICAOQ, 2002).
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RESULTADOS

De acordo com a andlise de variancia, os tratamentos com diferentes formula¢fes do meio
de cultivo exerceram influéncias significativas sobre 0 nimero médio de raiz e massa da matéria
seca do sistema radicular (Tabela 1). Para as demais variaveis, 0s valores observados ndo diferiram

entre os tratamentos.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para as variaveis: NF - nimero de folhas; CM - comprimento das folhas; NR
- nimero de raizes; NB - nimero de brotagfes; MFPA - Massa fresca da parte aérea; MFSR - Massa fresca do sistema
radicular; MSPA - Massa seca da parte aérea; MSSR - Massa seca do sistema radicular, durante a micropropagagao in
vitro, de Schomburgkia crispa, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. CV — Coeficiente de
variagdo; GL- Grau de Liberdade.

Fonte de
variacao GL Quadrados Médios

NF CF NR CR NB MFPA MFSR MSPA MSSR
Meio 4 0,014™ 0,002 0,066* 0,126™  0,001™  4279,4"™ 44462,7™  100,7™ 786,6**
Residuo 12 0,012 0,012 0,019 0,137 0,001 5999,1 24895,7 86,5 139,9
CV% 4,97 15,73 6,89 22,02 3,22 27,52 35,37 27,04 32,18
Média Geral 2,23 0,71 2,02 1,68 1,23 281,4 446 344 36,75

** * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste
F.DERF8GVC X = Taxa de multiplicagdo, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado
obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio liquido.

Quanto ao numero e comprimento médio de folhas por explante (Figura 2), os resultados
obtidos demonstraram que o meio de cultura, independentemente da formulacdo, ndo exerceu
influéncia sobre estas variaveis, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas entre

o0s tratamentos por meio do teste de comparagdo de médias aplicado ( 2,23 e 0,71, respectivamente).
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Figura 2. Efeito do meio de cultivo sobre o nimero e o comprimento médio das folhas de Schomburgkia crispa, aos 60
dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NF = nimero médio de folhas,
CF = Comprimento médio de folhas, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos
do cultivo de C. sorokiniana em meio liquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade de erro.
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Com relacdo ao numero meédio de raizes observou-se uma diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 3). Explantes cultivados em meio WPM e em WPM suplementado com
sobrenadante ou meio cultivado de microalgas apresentaram maior nimero de raizes em
comparacdo com explantes cultivados em meio contendo somente a meio cultivado. Também foi
verificado um valor intermediario para os explantes cultivados em meio formulado com o
sobrenadante das microalgas. Por outro lado, diferente do nimero de raizes, 0 comprimento das
raizes ndo foi influenciado pela formulacdo do meio de cultura, ndo sendo observada diferenca

significativa entre os tratamentos.
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Figura 3. Efeito do meio de cultivo sobre o nimero e o comprimento médio das raizes de Schomburgkia crispa, aos 60
dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NR = Numero médio de raizes,
CR = Comprimento médio de raizes, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos
do cultivo de C. sorokiniana em meio liquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Para o nUmero médio de brotactes (Figura 4), as médias obtidas ndo apresentaram diferenca

significativa entre os tratamentos.

1,4
1,2
1,0
0,8

0,6

NUmero médio
de brotacoes

0,4
0,2
0,0

WPM WPM+Sob
[mNB 122 A 124 A

WPM+BL Sob BL
1,26 A 122 A 1,22 A

Figura 4. Efeito do meio de cultivo sobre o nimero médio de brotacfes de Schomburgkia crispa, aos 60 dias de cultivo
in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio. NB = Ndmero médio de brotacbes, WPM =
Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio cultivado obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio
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liquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de
erro.

Quanto a massa da matéria fresca e seca da parte aérea e a massa fresca do sistema radicular
(Figura 5) ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos. No entanto, a massa
seca do sistema radicular foi significativamente influenciada pelo meio de cultivo. Semelhante ao
ndmero de raizes, explantes cultivados em meio WPM e em WPM suplementado com meio

cultivado apresentaram maiores valores de massa seca.

700
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500
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300
200
100

0

Valores médios de Matéria
Secae Fresca (mg)

WPM+BL Sob BL
297 A 310,25 24475 A
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247,25 307,75 A
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B MSPA

36,75

40,25 A

36,25 A

31,25

275 A
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560,25

310,75 A

543 A

428,25

387,75 A

OMSSR

54,25

A
A
A
A

37,25 AB

465 A

23

A
A
A
B

22,75 B

Figura 5. Efeito do meio de cultivo sobre a massa da matéria fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular de
Schomburgkia crispa, aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella sorokiniana como suplemento e/ou meio.
MFPA = Matéria fresca da parte aérea, MFSR = Matéria fresca do sistema radicular, MSPA = Matéria seca da parte
aérea, MSSR = Matéria seca do sistema radicular, WPM = Wood Plant Medium, Sob = Sobrenadante e BL = Meio
cultivado obtidos do cultivo de C. sorokiniana em meio liquido. Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Quanto ao aspecto geral das microplantas (Figura 6), é possivel observar que os explantes
cultivados em meio contendo WPM e WPM suplementado com microalgas, seja na forma de
sobrenadante ou de meio cultivado, as raizes desenvolvidas foram mais alongadas e menos
espessas. Em meio contendo somente sobrenadante ou meio cultivado, as raizes foram mais curtas
e mais espessas. Com relacdo ao aspecto das brotacbes, pode-se observar que em explantes
cultivados em meio WPM suplementado com sobrenadante, 0s brotos apresentaram maior nimero

de entrenos, folhas mais pigmentadas e com o limbo mais espesso.
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Figura 6. Aspecto geral das microplantas de Schomburgkia crispa aos 60 dias de cultivo in vitro, utilizando Chlorella

cm

sorokiniana como suplemento e/ou meio. WPM = Wood Plant Medium.

DISCUSSAO

A utilizacdo da microalga C. sorokiniana de forma isolada como sobrenadante e meio
cultivado promoveram o desenvolvimento in vitro dos explantes de S. crispa semelhantes aos
cultivados em meio WPM. No entanto foi observada uma exce¢do para as variaveis nUmero de
raizes e massa da matéria seca radicular que apresentaram menores médias quando cultivados no

meio contendo somente meio cultivado.
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As microalgas sdo ricas em diversos micro e macro nutrientes, Henrikson (2009)
caracterizou o género Chlorella sendo composto por 60% de proteinas, 18 % de carboidratos, 10%
de lipidios, 7% de minerais e 5% de umidade, vitaminas como Beta caroteno, Vitaminas C,
Vitamina E, Vitamina B6, Vitamina B12, Tiamina (B1), Riboflavina (B2) e Acido Nicotinico, além
de minerais como Caélcio, Ferro, Magnésio Sodio, Potassio, Fosforo, Zinco. Os macronutrientes
nitrogénio, fésforo, potéssio, calcio, e magnésio, possuem fungdo estrutural nas plantas, enquanto
que o ferro, manganés e zinco, sdo micronutrientes que fazem parte das enzimas e tém funcéo

reguladora.

= 7

E importante salientar que as microalgas também podem beneficiar o crescimento das
plantas, devido & producdo de metabdlitos secundérios, com atividade hormonal, semelhante aos
reguladores de crescimento geralmente utilizados nos meios de cultura. Neste sentido, estudos
prévios conduzidos por Stirk et al., (2013a) e Stirk et al., (2013b), comprovaram a existéncia em
microalgas, de auxinas, citocininas, giberelinas e brassinosteroides, além das substancias como
vitaminas, aminoacidos e polipeptidios (MOSTAFA, 2012), essenciais para 0 desenvolvimento in
vitro vegetal.

Outros autores também tém tido bons resultados utilizando as microalgas como suplemento
do meio de cultura in vitro de milho (JAGER et al., 2010), pera, tabaco e beterraba (MOLNAR,;
ORDOG, 2005) e de orquideas (VIRAG et al., 2011).

Considerando que para a maioria das variaveis estudadas ndo houve diferencas
significativas entre as médias observadas nos diferentes meios de cultivo testados, € possivel
conjecturar que a formulacdo comercial de meio de cultivo, neste caso, WPM, possa ser substituida
pelo uso de meio alternativo da microalga C. sorokiniana, quer seja sobrenadante ou a meio
cultivado para o cultivo in vitro de S. crispa.

Porém, recomenda-se 0 uso da biomassa liquida como meio alternativo pois para a
obtencdo do sobrenadante é necessario a utilizacdo de uma centrifuga, o que acarreta no aumento do

custo da producéo das microplantas em escala comercial.

CONCLUSAO
O cultivo in vitro de S. crispa pode ser realizado em meio alternativo a base de
sobrenadante e meio cultivado da microalga C. sorokiniana em detrimento do meio WPM durante,

sem que se perca a qualidade das plantulas.
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Abstract

Schomburgkia crispa Lindley (Orchidaceae) is an epiphytic species found in gallery forests and dry vegetation in the Brazilian
Cerrado. It is typically unable to germinate or exhibits low germination because of dependency on mycorrhizal associations.
In vitro cultivation techniques have helped circumvent difficulties involved in propagation from seeds. Alternative media and
organic biostimulant substances that reduce costs and promote satisfactory in vitro growth are constantly sought. This study
evaluated in vitro multiplication and rooting of S. ¢rispa in a modified culture medium containing extract of the microalga
Chlorella sorokiniana. We analyzed supplementation of WPM (Woody Plant Medium) with microalgae suspended in NPK
medium, or as the supernatant resulting from the centrifugation of a culture in NPK medium. The extracts were added to WPM
instead of distilled water. The compounds 6-benzylaminopurine (BAP) and indolebutyric acid (IBA) were used as reference in
the in vitro multiplication and rooting of S. crispa, respectively. Both growth regulators were tested at 0, 2.5, and 5.0 mg L™
During in vitro multiplication of S. crispa, WPM supplemented with 5.0 mg L™ BAP favored the formation of more sprouts,
whereas WPM containing 2.5 mg L' IBA supplemented with microalgae extract stimulated in vitro rooting, Schomburghkia
crispa explants cultivated in medium supplemented with microalgae suspension or the supernatant of C. sorokiniana showed
growth similar to explants cultivated in WPM alone. Therefore, it is possible to use the microalga C. sorokiniana as a supplement
and/or alternative to WPM for the in vitro cultivation of S. crispa.

Keywords Micropropagation - Orchid - Microalgae - BAP - IBA

Introduction

Species belonging to the Orchidaceae family are commercial-
ly important because of the diversity in their size, flower
shape, and color, beauty, durability, and in some species, me-
dicinal and culinary properties (Faria et al. 2012). According
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to Barros et al. (2016), there are 730 species in the Cerrado
landscape of Brazil. Nevertheless, many members of the fam-
ily, because of their substantial commercial value, are illegally
and irrationally extracted from their natural habitat, resulting
in destruction and in gradual loss of national biodiversity
(Menezes 1985, 1987). One of the main native species is
Schomburgkia crispa Lindley, an epiphytic species present
in gallery forests and as part of the dry vegetation of the
Cerrado. According to the Biodiversitas Foundation (2007),
itis on the list of endangered species in the Minas Gerais State,
Brazil.

In general, there are only a few studies on the propagation
and consequently the conservation of species belonging to the
genus Schomburgkia (Dezan et al. 2012). In natural condi-
tions, orchid propagation occurs asexually through the prolif-
eration of adventitious or lateral buds, or by the dissemination
of seeds which are formed in capsules (Pereira et al. 2011).
According to these authors, low or null seed germination, asa
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result of their dependency on mycorrhizal associations, hin-
ders orchid propagation in the natural environment.

Considering the difficult propagation of orchids in natural
conditions (Ramos and Carneiro 2007) and to reduce the pred-
atory pressure on orchids, it is necessary to optimize their
multiplication with the goals of preserving and reintroducing
orchid populations in their native habitat. In vitro cultivation
via micropropagation represents an alternative for the propa-
gation of several species (Souza etal. 2007). Since 1975, ithas
been used in Brazil with the purpose of increasing seedling
production, therefore contributing to the ex-situ conservation
and reducing the risk of extinction of several species (Stancato
et al. 2008). They also serve as models for the study of phys-
iological aspects associated with plant growth and develop-
ment (Ferreira and Suzuki 2008).

However, to achieve satisfactory germination and growth
rates for in vitro cultivation, it is of paramount importance to
establish the optimal growth conditions for each species, such
as culture media and growth regulators. For instance,
micropropagation is a technique that enables rapid and large-
scale cultivation of new genotypes to obtain disease-free
plants and seedlings of species that are difficult to propagate
(Damiani and Schuch 2008). Growth regulators are important
for micropropagation because they correct the insufficient en-
dogenous levels of the explants, stimulating the responses
required for cell differentiation, growth, elongation, and mul-
tiplication (Carvalho et al. 2006). However, growth regulators
are extremely expensive, with 1 g of the cytokinin 6-
benzylaminopurine (BAP) costing up to US$115.00 and 1 g
of the auxin indolebutyric acid (IBA) up to US$15.00 (Sigma
2016). Furthermore, culture media commonly used such as
MS (Murashige and Skoog 1962) and Woody Plant Medium
(WPM) (Lloyd and McCown 1980) contribute to the elevated
production costs, because, on average, it costs between

Table1  Analysis of variance summary for the in vitro multiplication of
Schomburgkia crispa, cultured in WPM medium supplemented with
Chlorella sorokiniana and different BAP concentrations. LN leaf
number, LL leaf length, RN root number, RL root length, SN shoot

US$55.00 and US$70.00 to produce 10 L of culture medium
(Sigma 2016).

As part of an ongoing effort to reduce costs and substitute
chemical compounds with biostimulant substances, alterna-
tive culture media are being tested as replacements of com-
mercial formulations and synthetic growth regulators in their
ability to promote plant development with the same physio-
logical quality. In this context, microalgae represent a new
option of alternative medium and/or supplement. Previous
studies identified the presence of auxins, cytokinins, gibberel-
lins, and brassinosteroids in microalgal strains (Stirk et al.
2013a, b), showing their biotechnological potential as supple-
ments for in vitro cultivation of higher plants, because these
hormones are essential to their development. In addition, be-
cause of their high productivity and thermoresistance,
microalgae are able to synthesize a variety of lipids, polysac-
charides, and other cellular products (Cazzaniga et al. 2014)
required for plant development. Showing all the characteris-
tics above, the microalga Chlorella sorokiniana
(Chlorophyceae) stands out for its elevated biotechnological
potential (Bashan et al. 2016; Neofotis et al. 2016; Stirk et al.
2013a, b).

Considering this potential and the importance of studies on
the micropropagation of the native plant species S. crispa, the
objective of the present work was to evaluate S. crispa growth
in the stage of'in vitro multiplication and rooting in a medium
supplemented with C. sorokiniana.

Material and methods

The experiments were conducted in the Laboratory of Plant
Biotechnology in the Faculty of Biological and
Environmental Sciences of the Federal University of Grande

number, SFW shoot fresh weight, RFW root fresh weight, SDW shoot
dry weight, RDW root dry weight, SF source of vanation, VC variation
coefficient, DF degrees of freedom, OA overall average

SF DF  Mean square

LN LL RN RL SN SFW RFW SDW RDW
Medium 2 0.120™ 0.387%F  0.705™ 0355+  0.023™ 122903**  £136™ 2144 22.86™
Concentration 2 1.972%%  0.095" 28.76%%  6.480"*  2.003%*  46211* 898492 1087%*  7040%*
Medium x concentration 4 0.173" 0.118™ 5.392%* 0.820" 0.426" 9885"° 61293%* 92.95"  735.2%*
Residue 24 0.301 0.059 1.438 0.055 0.221 8817 2087 137 61.43
VC (%) 12.3 311 37.3 28.1 328 305 25.1 25.7 355
OA 4.5 0.8 3.2 0.8 14 308 218 45.5 221

ns non-significance, by the test 7
*Significant at 5%, by the test F
*#*Significant at 1%, by the test

@ Springer



J Appl Phycol

Effect of culture medium supplemented with Chlorella sorokiniana and different BAP concentrations on the plant shoot during the in vitro multiplication of Schomburgkia crispa. BAP 6-

Table 2

benzylaminopurine, WPM Wood Plant Medium, Sup supernatant, Sus suspended microalgae, OA overall average

Shoot number

Leaf length (cm)

Leaf number

BAP (mg L")

BAP (mgL ")

BAP (mg L)

0OA

5.0

25

0A

5.0

25

0OA

5.0

25

1.5+05*
14+05"
1.5+0.7*

1.9+0.3Aa
14+0.5Aa
22+09Aa
1.85+0.7*

1.4 +0.5Aab
1.7+0.7Aa
1.1 £0.2Ab

1.4+05%

1L.O£0.1Ab
1.0+ 0Aa

0.7+02°

0.7+£0.2ABa
0.9+£0.3Aa
0.4+0.2Ba
0.7+0.3*

0.6 +£03Aa
0.8 £0.5Aa
0.7+0.1Aa
0.76 £0.3*

0.7+£0.2Ba
1.1£0.1Aa

4306

3.7+04Ab
4.4+0.6Aa
4.3+04Aa
42405

43+04Aab
42+02Aa
4.1+05Aa
43404

4.9+0.4Aa%
4.9+0.6Aa
4.9+0.8Aa
4.9 £0.6*

WPM

0.99+0.3*
0.7+02°

45+06"

WPM + Sup

1.0+ 0.1Ab
1.0+0.1%

0.7+0.1ABa
0.9£0.2*

4507

WPM + Sus
0A

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey’s test (p< 0.05)

*Values are means =+ standard deviation determined from four replicates each

Dourados, Dourados—MS. Plant material consisted of
S. crispa seedlings previously established in vitro. Explants
were represented by stem segments comprising two lateral
buds and the apical bud at the multiplication stage, and four
lateral buds and the apical bud at the rooting stage. Leaves
were kept on the segment in both cases.

The C. sorokiniana strain originating from the André
Tosello Foundation (Ref. 211-32) was cultivated in vitro in
the laboratory of the Center for Research and Biodiversity
(CPBio) of the State University of Mato Grosso do Sul
(UEMS). The cultivation was carried out using a synthetic
nitrogen-phosphorous-potassium medium (NPK) (Carvalho
et al. 2012) at concentrations of 90, 9.5, and 0.5% (v/v) of
distilled water, NPK stock solution, and concentrated
microalgae, respectively. The NPK stock solution was pre-
pared with the addition of 0.70 g N/P/K (20-5-20) chemical
fertilizer to 1.0 L distilled water (Sipatba-Tavares and Rocha
2003). Cultures were kept in suspended plastic bags contain-
ing a total volume of 1.0 L, at room temperature, under ven-
tilation, and subjected to a photoperiod of 12 h light at
27 pmol photons m 25"

We used a microalga density of 96 x 10° cells mL ™" (= 31),
both as suspension in the culture medium (water and NPK)
(Sus) and as supernatant (Sup) resulting from the centrifuga-
tion of the suspended microalgae for 5 min at 3200>g. These
extracts were used as medium or to prepare WPM (Lloyd and
McCown 1980) in substitution of water.

To evaluate the effect of the microalgae as supplement to
WPM for in vitro cultivation of 5. crispa, two experiments were
performed: in vitro multiplication, using the cytokine 6-
benzylaminopurine (BAP) as reference, and in vitro rooting, with
the auxin indolebutyric acid (IBA) as reference. In both cases, the
growth regulators were tested at concentrations of 2.5 and
5.0 mg L, in a total of ninc treatments in each experiment, as
follows: WPM + H,O, WPM + H,O + 2.5, WPM + H,O + 5.0,
WPM + Sus, WPM + Sus + 2.5, WPM + Sus + 5.0, WPM +
Sup, WPM + Sup +2.5, and WPM + Sup +5.0.

Five treatments were tested in the evaluation of microalgae
as an alternative to WPM: WPM + H,O, WPM + Sup at a
proportion of 10 and 90% (v/v), WPM + Sus at a proportion
of 10 and 90% (v/v), and Sup and Sus.

The culture medium was prepared accordingly for each
treatment, with 100 mg L™ myo-inositol and 30 g L™ sucrose
added, except for the medium consisting only of microalgae
supernatant and/or suspension. pH was adjusted to 5.8 before
agar addition (6.0 g L™"). The medium (30 mL) was distribut-
ed into 250-mL clear glass flasks, which were then closed with
plastic lids. Sterilization was conducted in an autoclave at
121 °C/1.5 atm for 20 min.

Following explant preparation and inoculation, the flasks
were fransferred to a growth room at 25£2 °C, photon flux
density of 45 pmol photons m 2 s™*, and a photoperiod of 16 h
light. All experiments were conducted in a completely

@ Springer

56



J Appl Phycol

Table 3  Effect of culture medium supplemented with Chlorella
sorokiniana and different BAP concentrations on the root system during
the in vitro multiplication of Schomburgkia crispa. BAP 6-

benzylaminopurine, WPM Wood Plant Medium, Sup supernatant, Sus
suspended microalgae, OA overall average

Root number Root length (cm)

BAP (mgL ™) BAP(mgL™)

0 25 5.0 OA 0 25 5.0 OA
WPM 51+11Aba*  32=09Aab  1.7=15Ab  33=18" 18=04Aa  06=0.JABb  04=03Ab  090=0.7*
WPM+Sup  59%1.0Aa 1.8=1.3Ab L1£13Ab  29=24% 16=03Aa  02=02Bb 02+03Ab 064077
WPM+Sus  3.7%1.6Ba 3.9+1.0Aa 26+06Aa  34+12%  17+01Aa  08=02Ab 0.5+Ab 0.96+0.6"
0A 49+15° 297+13° 18=13° 1.67=03" 05=03" 03=03"°

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey's test (p <0.05)

*Values are means + standard deviation determined from four replicates each

randomized design, with four repetitions for every treatment,
each consisting of one flask containing five explants.

At 60 days of cultivation, we evaluated the following param-
eters: number of leaves (NL), leaf length in centimeters (LL),
number of roots (NR), bud length in centimeters (BL), shoot
fresh weight in milligrams (SFW), shoot dry weight in milli-
grams (SDW), root fresh weight in milligrams (RFW), and root
dry weight in milligrams (RDW).

Statistical analyses were performed using the software
Winstat (Machado and Conceigdo 2002). Data were subjected
to an analysis of variance, and the average of the treatments was
compared using the Tukey’s test or Duncan’s multiple range test
at a 5% significance level.

Table 4 Effect of culture medium supplemented with Chlorella
sorokiniana and different BAP concentrations on the plant fresh and
dry weight during the in vitro multiplication of Schomburgkia crispa.

Results

In vitro multiplication in medium supplemented
with C. sorokiniana

In general, at the in vitro multiplication stage of S. crispa, the
evaluated parameters had a significant effect (p <0.5).
According to the analysis of variance (Table 1), culture medi-
um showed a significant effect (at 5% significance level) on
leaf and root length and on shoot fresh and dry weight. The
addition of 6-benzylaminopurine (BAP) had a significant in-
fluence (at 1 and 5% significance level) for most of the eval-
uated variables. A significant interaction between those two

BAP 6-benzylaminopurine, WPM Wood Plant Medium, Sup
supernatant, Sus suspended microalgae, OA overall average

Shoot fresh weight Root fresh weight

BAP (mg L") BAP (mg L™)

0 25 5.0 0A 0 25 5.0 0A
WPM 200+ 39Bb* 216+ 91Bb 383=45Aa 266+103®  557+64Ba 134£91Ab  7.0=7Ac 2332520
WPM+Sup  404=56Aa 416+ 162Aa  450=148Aa  423=152%  647=9Aa 9.0+9Bb 3.0+6Ab 228+ 3524
WPM+Sus 246+ 63ABb  153+20Bb 302+ 96Aa 234+114%  361+13Ca 156+63Ab 58+ 12Ac 192 +136*
OA 283+ 103 262+ 152° 378114 530+ 147 100 =89° 23+27°

Shoot dry weight Root dry weight
WPM 31+ 1Bb 36+ 12Bb 58 +7ABa 42 +148 52+44Aa 16+9.9Ab 20+12Aa  23+23%
WPM+Sup  53=6Aa 58+21Aa 68 =15Aa 60154 63=17.6Aa  1.0=1.7Bb 05+09Ab  21+32%
WPM+Sus  31+8Ba 28 +3Ba 42 +14Ba 34108 32+3.6Ba 21+88Aab 8+ 1.8Ab 20=11°
0A 38+12° 48 +19° 56+ 16" 495+17 13+11° 3.6+39°

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey’s test (p <0.05)

*Values are means + standard deviation determined from four replicates each
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parameters was observed for the number of roots and root
fresh and dry weight.

Explants cultivated with in the presence of BAP presented
a higher number of buds but, however, presented short and
less numerous leaves. Medium formulation had no significant
effect on the number of leaves, whereas leaves were longer on
WPM supplemented with C. sorokiniana (Table 2).

Regarding root development during the multiplication
stage, there were more explants cultivated in the medium sup-
plemented with microalgae supernatant presented higher av-
erage number of roots (Table 3).

Cultivation on WPM with 5.0 mg L' BAP added and
supplemented with supernatant promoted shoot growth, with
anincreased biomass production, both fresh and dry (Table 4).

Conceming root fresh and dry weight, we observed that
explants cultivated on WPM in the absence of regulator and

Table 5 Analysis of variance summary for the in vitro rooting of
Schomburghia crispa, cultured in WPM medium supplemented with
Chlorella sorokiniana and different IBA concentrations. LN leaf
number, LL leaf length, RN root number, RL root length, SN shoot

supplemented with microalgae supernatant resulted in greater
biomass, with a direct correlation with the values observed for
number of roots and root length (Table 4).

With regard to the general aspect of the seedlings after
60 days of cultivation (Fig. 1), the explants cultivated on
WPM medium supplemented with microalgae, both in sus-
pension or as supernatant, showed more pigmented (green)
roots, regardless of regulator addition.

In vitro rooting on medium supplemented
with C. sorokiniana

At the second stage, the in vitro rooting of S. crispa, the
analysis of variance showed a significant effect of culture
medium and the concentration of indolebutyric acid (IBA),
as well as an interaction between these two factors. Culture

number, SFW shoot fresh weight, RFW root fresh weight, SDW shoot
dry weight, RDW root dry weight, SF source of varation, VC variation
coefficient, DF degrees of freedom, OA overall average

SV DF Mean square

LN LL RN RL SN SFW RFW SDW RDW
Medium 1.76" 3.20" 19.80™ 0.44™ 0.18* 20,620 ™ 193,398"° 895,72 1047
Concentration 0.84™ 081" 2.85™ 0.23™ 0.14% 39,068"™ 579,159"" 617 4273"
Medium * concentration 4 0.73" 045" 1.94™ 0.16™ 021" 20,791™ 257,268" 400.1™ 2587.9"
Residue 24 0.32 0.06 0.86 0.07 0.03 11,832 69,709 4103 566.4
VC (%) 12.5 16.4 21.4 21.4 17.0 26.6 384 31.7 363
0A 45 1.4 43 1.2 1.1 4083 686.8 63.8 65.5
ns non-significance, by the test F
*Significant at 5%, by the test F
**Significant at 1%, by the test F
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medium affected number and length of roots and leaves and
the number of buds, whereas IBA at different concentrations
had a significant effect on leaf length, number of buds, and
root fresh and dry weight. The interaction between these two
factors during the in vitro rooting affected leaf length, number
of buds, and root fresh and dry weight (Table 5).

Explants cultivated on WPM containing 5.0 mg L™ IBA
and supplemented with the microalgae supernatant developed
more leaves (4.9), whereas those cultivated on WPM with
5.0 mg L' IBA added and supplemented with the microalgae
suspension exhibited a higher average value for leaf length
(2.5 mm) (Table 6).

Regarding number and root length, we observed that ex-
plants cultivated on medium with IBA, regardless of regulator
concentration (2.5 or 5.0 mg L"), exhibited a higher average
value. Concerning culture medium composition, explants
grown on medium supplemented with the microalgae suspen-
sion showed a higher number of roots (5.8) (Tables 7 and 8).

Explants cultivated on WPM medium with 2.5 mg L™' IBA
added and supplemented with microalgae suspension present-
ed higher values for fresh and dry weight of shoots and roots
when compared to the values observed in the other treatments
(Table 7). With regard to the general appearance of the seed-
lings at the rooting stage after 60 days of cultivation (Fig. 2),
the explants cultivated on WPM and on WPM supplemented
with microalgae suspension presented more developed roots.

Microalgae extract as culture medium

ANOVA indicated that the treatments with different culture
medium compositions had significant effects on the average
number of roots and on the root dry weight (Table 9). For the
other variables, there were no significant differences between
treatments. Regardless of formulation, the culture medium did
not have any effect on the average number and length of
leaves per explant (2.2 and 0.7, respectively) (Fig. 3a), accord-
ing to the pairwise comparison tests.

There was a significant difference between treatments in
the average number of leaves (Fig. 3b). Explants grown on
WPM and on WPM supplemented with microalgae superna-
tant had more roots in comparison with the explants cultivated
on WPM supplemented only with microalgae suspension. The
root length and the average number of buds (Fig. 3a) were not
significantly different among treatments. Concerning shoot
fresh and dry weight and root fresh weight (Fig. 4), root dry
weight was highly affected by culture medium composition.
Explants cultivated on WPM and on WPM supplemented
with the microalgae suspension had higher dry weight.

With regard to the general aspect of the seedlings (Fig. 5),
we observed that the explants grown on WPM and on WPM
supplemented with microalgae, both as supernatant and in
suspension, developed roots that were longer and less thick.
On medium containing only microalgae supernatant or

@ Springer

Table6 Effect of culture medium supplemented with Chlorella sorokiniana and different indolebutyric acid (IBA) concentrations during the in vitro rooting of Schomburgkia crispa. WPM Wood Plant

Medium, Sup supernatant, Sus suspended microalgae, OA overall average

Shoot number

Leaflength (cm)

Leaf number

IBA (mgL )

IBA (mg L)

IBA (mg L")

OA

5.0

25

OA

5.0

25

0A

5.0

2.5

1.2 + 04
1.1 +0.148

1008

1.0+ 0Ab
1.2+02Aa
1.0+0Aa
1.1=0.1"

1.1+0.1Ab
1.0+ 0Aa
1.0+ 0Aa
1.0+0.1°

1.7£0.5Aa

1.0+ 0Ba
1.0+ 0Ba
1.2+04"

1.06 + 028

1.2+0.1Ba
1.1+ 0Ba
23+0.1Aa

1.1 £0.2Ba

1.3 +0.4Ba
25+03Aa

0.9+0.3Ba

4.6 + 0.5

4.8+0.6ABa
49+0.5Aa
3.9+0.4Bb
45+0.7"

4.5+0.4Aa
4.8+0.4Aa
4.9+0.5Aa

4704

4.6 +04Aa*

4.6+ 04Aa
34 +1.0Bb

42+08"

WPM

1.21+ 038
202+ 0.6

1.2 +02ABa
1.3+02Ab
1.1£0.3°

4.8 + 0.4

‘WPM + Sup

40+ 09"

WPM + Sus
OA

1.5+ 0.6%

1.6 +0.7"

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey’s test (p < 0.05)

*Values are means = standard deviation determined from four replicates each
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Table 7

rooting of Schomburgkia crispa. WPM Wood Plant Medium, Sup supernatant, Sus suspended microalgae, OA overall average

Effect of culture medium supplemented with Chlorella sorokiniana and different indolebutyric acid (IBA) concentrations during the i vitro

Root number Root length (cm)

IBA mg L™ IBA mg L™

0 2.5 5.0 OA 0 2.5 5.0 OA
WPM 2.8+1.4Aa* 37+02Ba 34+06Ba 33+09% 10+04ABb 13+03Aab 1.7+05Aa 13+05"
WPM+Sup  4.2+0.9Aa 42+06Ba 34=08Ba 39=08" 1.4x02Aa 1.3+0.1Aa 14+02ABa  13=02*
WPM+Sus  4.5+1.2Aa 65+15Aa 63+07Aa 58+14% (09+0Ba 1.1+03Aa 1.0+0.1Ba 1.0+028
0A 3.8+1.3" 48+1.6" 44+16" 1.1+0.3" 1.3+02% 13+04"

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey’s test (p <0.05)

*Values are means + standard deviation determined from four replicates each

suspension, roots were shorter and thicker. In addition, ex-
plants cultivated on WPM supplemented with microalgae su-
pernatant had a higher number of internodes, more pigmented
leaves, and a thicker leaf lamina.

Discussion

The cytokinins play an important role in the micropropagation,
directly affecting foliar expansion, apical dominance breakage,
and the formation of adventitious buds (Del Pozo et al. 2005).
In the present work, the effects of cytokinins on foliar expan-
sion were not observed. Nevertheless, there was a significant
increase in the number of buds on explants cultivated on

medium containing BAP, especially at the concentration of
50mgL™".

In general, the formation of new buds led to a reduction in
the foliar growth, as well as in the number of leaves. The
reduced foliar growth may be explained by the fact that the
development of a new bud acts as drainage, deviating
photoassimilates that otherwise could have been invested in
foliar expansion. On the other hand, increasing the number of
buds should simultaneously result in an increased amount of
leaves. However, in this case, it is important to note that all
formed protocorms were regarded as buds, regardless of de-
velopment stage and the presence of leaves.

For the multiplication of S. crispa with the purpose of in-
creasing the number of buds, it is recommended to use WPM
with 5.0mg L~" BAP added, because the higher the number of

Table 8 Effect of culture medium supplemented with Chlorella sorokiniana and different indolebutyric acid (IBA) concentrations during the in vitro
rooting of Schomburgkia crispa. WPM Wood Plant Medium, Sup supernatant, Sus suspended microalgae, OA overall average

Shoot fresh weight Root fresh weight

IBA (mgL™) IBA (mgL™)

0 2.5 5.0 OA 0 2.5 5.0 OA
WPM 350+25Aa 337+ 14Ba 434+148Aa 374+ 91° 366+235Aa 667+ 288Aa 823+476ABa  619+372%
WPM+Sup  368+173Aa  406+78ABa 414+ 184Aa  396=140"  630=403Aa  684=62Aa 508 +107Ba 607 =233
WPM +Sus  310+57Ab 560 +106Aa  493+90Aab  454+135% 303+197Ab  1123+186Aa  1073+128Aa  833+42%
OA 342+99° 434+119° 447 + 136 433 £303° 825+ 286" 801+357"

Shoot dry weight Root dry weight
WPM 53+6.8Aa 53+3.5Ba 66=25Aa 58 =15 40+26Ab 58+ 22Aab 92 +39Aa 64 +35%
WPM+Sup  56+21Aa 58+ 13ABa 64+ 36Aa 59 £234 60+34Aa 64+ 11Aa 45+6.6Ba 56+214
WPM+Sus  56+17Aa 90+22Aa 74+ 13Aa 73 £214 30+22Ab 100+ 8.2Aa 96+ 12Aa 75+ 36
0A 55+14° 67+21° 68+ 24° 43+28° T4+25° 78+32°

Means followed by the same capital letters in a column and small letters on the lines do not differ significantly by the Tukey’s test (p <0.05)

*Values are means + standard deviation determined from four replicates each
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Fig. 2 General appearance of R
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buds formed, the higher the percentage of clones (seedlings)
produced.

In the preparation of the buds for rooting, we recommend
that they are transferred to WPM supplemented with
microalgae supernatant in the absence of growth regulator.
This is because this was the treatment that resulted in the
seedlings with most vigor and the highest biomass production,
as well as the greater foliar growth and consequently a larger
area able to undergo photosynthesis, therefore improving the
physiological quality of the plant, which will be better pre-
pared for the rooting stage and the change from a mixotrophic
to an autotrophic state.

It is important to consider that the main purpose of in vitro
multiplication is to produce the highest number of genetically
uniform propagules with potential to develop roots in the sub-
sequent stage (Canhoto 2010). Based on the present work,
because root production by S. crispa already occurred in the
multiplication stage, one could eliminate the subsequent stage

Table 9 Analysis of variance summary for the in vitro
micropropagation of Schomburgkia crispa, cultured in medium
formulated and/or supplemented with Chlorella sorokiniana. LN leaf

(rooting), considering that the developed seedling would al-
ready be ready for the acclimation process. In vitro rooting is
extremely important economically, as well as for the conser-
vation and preservation of the species, because it significantly
increases seedling survival rate in the transition to the accli-
mation stage.

Nevertheless, it should be noted that the goal of
micropropagation in most cases is the production of seedlings
ata large scale. Thus, direct rooting during multiplication may
considerably impair large-scale production. Another limita-
tion of simultaneous multiplication and rooting is that, in this
case, photoassimilates will have to be shared between roots
and shoots, consequently reducing bud number and mass.

Root production and growth depend on the presence of
auxins, whereas formation and growth of adventitious buds
are regulated by cytokinins (Taiz and Zeiger 2009), and both
processes are regulated by the endogenous balance auxin/cy-
tokinins. Although increasing this ratio promotes root

number, LL leaf length, RN root number, RL root length, SN shoot num-
ber, SFW shoot fresh weight RFW root fresh weight, SDW shoot dry
weight, RDW root dry weight

Source of variation Degrees of freedom  Mean square

LN LL RN RL SN MFPA RFW SDW RDW
Medium 4 0.014™  0.002" 0.066%* 0.126™ 0.001"™ 42794™  44.462™  100.7° 786.6%*
Residue 12 0.012 0.012 0.019 0137 0.001 5999.1 248957 865 139.9
Variation coefficient (%) 49 157 6.9 22.0 3.2 275 35.4 27.0 322
Overall average 22 0.7 20 1.7 1.2 2814 446 344 36.8

ns non-significance, by the test F
*Significant at 5%, by the test F
**Significant at 1%, by the test F
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Fig. 3 Effect of Chlorella a) 25
sorokiniana as a supplement to =
the WPM medium and/or H 20
medium a in the shoot growth and £
b in the root growth during the 2 L5
in vitro micropropagation of é
Schomburghia erispa. WPM » 10
Wood Plant Medium, Sup 0.5
supernatant, Sus suspended ’
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line do not differ from one another mShoot number 1200A | L2800A | 13£02A | 1240A 1.2+ 0A
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probability
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1.0
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8 Root number 21206 A* | 21209A | 21x09A | 19£04AB | 18:03B
ORoot length (cm)]  1.9+0.3A 1.5205A | 1.9+04A | L7204A | 15£02A

formation, reducing it leads to bud production. Our results
clearly indicated that the presence of IBA in the culture medi-
um increased the auxin/cytokine ratio, especially when the
medium was supplemented with the microalgae suspension,
resulting in the formation of a higher number of roots. In the
presence of BAP, that ratio increased, promoting the develop-
ment of a higher number of buds.

Our results are pivotal considering the scarceness of studies
on S. crispa and on the technique we used for the

multiplication of this microalga. In one of the existing works,
Souza et al. (2007) analyzed microbial contamination of
in vitro propagation, and in another, de Souza et al. (2014)
evaluated the effect of antioxidants and the absence of light on
in vitro development of S. crispa. However, it is not possible
to compare their results with ours, because the parameters and
variables evaluated were different.

The use of the microalga C. sorokiniana alone as superna-
tant or in suspension promoted the growth of S. crispa

600
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£ 200
=
£ 100
0 .
i WPM | WPM + Sup | Sus

WSFW 2474 21A%* 308£105 A 207+ 88A 310z 46A 245263 A
asSDW | 37 45A 40£15 A 3601 8.6A 31+ 45A 28+ 5.6A
BRFW 260+ 81A 311174 A 543+ 185A 428+100 A 388+ 155A
ORDW 54£6.6A 37+12AB 47+12A 23+2.9B 23+4.6B

Fig. 4 Effect of Chlorella sorokiniana as a supplement to the WPM
medium and/or medium during the in vitro micropropagation of
Schomburgkia crispa. WPM Wood Plant Medium, Sup supernatant,
Sus suspended microalgae, SFW shoot fresh weight, RFW root fresh

weight, SDW shoot dry weight, RDW root dry weight. *Values are means
+ standard deviation determined from four replicates each. *Means
followed by equal letters in the line do not differ from one another by
the Duncan test at 5% error probability
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explants similarly to the explants cultivated on WPM for most
of the variables evaluated, except for the number of roots and
root fresh and dry weight.

Microalgae are rich in micro and macronutrients.
According to Henrikson (2009), species of the genus
Chlorella are composed of 60% proteins, 18% carbohydrates,
10% lipids, 7% minerals (such as calcium, iron, magnesium,
sodium, potassium, phosphorus, and zinc), 5% moisture, and
1 g of vitamins, such as beta-carotene, vitamin C, vitamin E,
vitamin B6, vitamin B12, thiamin (B1), riboflavin (B2), and
nicotinic acid (B3). Besides vitamins, Mostafa (2012) detect-
ed the presence of amino acids and polypeptides essential for

the in vitro development of higher plants in the microalgae. It
is relevant to point out that the microalgae could also promote
plant growth by synthesizing secondary metabolites with hor-
monal activities. Such metabolites exhibit biological activity
similar to the phytohormones produced by higher plants and
the growth regulators commonly added to culture media.
Accordingly, previous studies confirmed the presence of
auxins, cytokinins, gibberellins, and brassinosteroids in
microalgae (Mazur et al. 2001; Stirk et al. 2013a, b).
Previous works also showed positive results when
microalgae were used as a supplement to the culture media
for the in vitro growth of higher plants. In an experiment

Fig. 5 General appearance of
Schomburgkia crispa seedlings, WPM
cultivated with Chlorella
sorokiniana as a supplement to
the WPM medium and/or
st v
Lo
Supernatant
1 cm
Suspended microalgae
lc
WPM -+ Supernatant
lcm
WPM + Suspended microalgae
lcm
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similar to ours, Molnar and Ordog (2005) centrifuged cultures
of microalgae and cyanobacteria and used the supernatant
instead of distilled water to dilute stock solutions of B5 medi-
um in the cultivation of peas (Pisum sativum L.), tobacco
(Nicotiana tabacum L.), and beetroot (Beta vulgaris L.).
These same authors observed that the supernatants of
Chlorococcum ellipsoideum and Selenastrum rinoi cultures
consist of a satisfactory supplement in the culture of rot beet
buds, alone or combined with BAP and NAA (naphthalene
acetic acid), promoting the development of more vigorous
buds, and may even induce rooting. In orchid species
belonging to the genera Phalaenopsis, Paphiopedilum, and
Oncidium, Virdg et al. (2011) evaluated the use of different
microalgae (Qocystis sp., Scotiella sp., Scenedesmus sp.,
Tetracystis sp., and Nostoc) and observed that their effect on
in vitro culture medium depended both on the microalga and
the orchid. In Phalaenopsis and Paphiopedilum, the culture
medium supplemented with the biomasses of five microalga
specics at a concentration of 0.5 g L™ promoted plant devel-
opment. In Oncidium, supplementation with Nostoc
(cyanobacteria) extract at higher concentrations (0.5-
1.0 g L") had a beneficial effect on plant growth.

Studies conducted by Jiger et al. (2010) on maize (Zea
mays L.) showed that the addition of cyanobacteria and
microalgae biomass to the induction and regeneration media
at concentrations 1.0 or 2.0 g L' stimulated the androgenic
response and was able to reduce and/or entirely substitute for
the use of a synthetic auxin (2.4D) commonly added to the
cultivation medium.

Considering that for most of the evaluated parameters,
there were no significant differences between the observed
averages in each of the culture medium tested, we assume that,
for the in vitro cultivation of S. crispa, the commercial culture
medium WPM can be substituted with an alternative formu-
lated with the microalga C. sorokiniana, either as supernatant
or in suspension. However, it is recommended to use the
microalgae in suspension as the alternative medium, because
a centrifuge is required for supernatant production, increasing
the costs of plantlet production on a commercial scale.

Conclusion

For the multiplication of S. crispa with the purpose of produc-
ing the highest number of buds, we recommend the use of
WPM containing 5.0 mg L™' BAP. For better shoot develop-
ment with more fresh weight, we recommend the use of WPM
with 5.0 mg L' BAP supplemented with C. sorokiniana su-
pernatant. For the preparation of buds for the rooting stage, it
is recommended to transfer them to WPM supplemented with
C. sorokiniana supernatant in the absence of growth regulator.
For the in vitro rooting of S. crispa, we suggest using WPM

with 2.5 mg L' IBA supplemented with microalgae in
suspension.

In vitro cultivation in medium containing the microalga
C. sorokiniana both in suspension and as supematant promot-
ed S. crispa growth. In vitro cultivation of S. crispa may be
conducted on an alternative medium formulated with
C. sorokiniana either in suspension or as supematant, which
can substitute for WPM without any loss in the quality of the
produced plantlets.
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