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GERMINACAO E CRESCIMENTO IN VITRO DE Brassavola tuberculata
HOOK. (ORCHIDACEAE)

RESUMO

A propagacgdo in vitro de orquideas tem sido utilizada para produgdo de plantas
comercialmente importantes e para a conservacao de espécies ameacadas de extincao,
enquanto que o armazenamento de sementes de orquideas preserva a variabilidade
genética. Foram objetivos desta pesquisa 1 — estudar o efeito da concentracdo de 6-
Benzilaminopurina (BAP) (0,0; 0,1; 1,0 ou 2,0 mg L), da maturagéo dos frutos (60, 90,
120, 150, 180 ou 210 dias apos polinizagdo - DAP) e de trés tempos de cultivo (15, 30
ou 45 dias) na germinacao assimbidtica de sementes de Brassavola. tuberculata Hook.,
oriundas de trés tipos de polinizacdo (autopolinizacdo manual, polinizacdo cruzada
manual ou polinizacdo natural); 2 - avaliar os estadios de desenvolvimento inicial in
vitro de B. tuberculata, em resposta a utilizacdo de 6-Benzilaminopurina (BAP) (0,0;
0,1; 1,0 ou 2,0 mg L), da maturacéo dos frutos (60, 90, 120, 150, 180 ou 210 dias ap6s
polinizacdo - DAP) e de trés tipo de polinizacdo (autopolinizacdo manual, polinizacédo
cruzada manual ou polinizagdo natural); 3 - avaliar o tempo de armazenamento e as
concentracdes de agar na germinacdo in vitro de B. tuberculata e 4 — avaliar o efeito de
diferentes concentragbes do meio MS, no crescimento inicial de plantas de B.
tuberculata. Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de cultivo in vitro da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), durante o periodo de agosto de 2010 a agosto de 2013. Foram utilizadas para
os estudos de germinagdo e desenvolvimento in vitro, sementes de B. tuberculata
provenientes de diferentes tipos de polinizacdo e épocas de maturacdo, e para 0
crescimento, plantas com 180 dias apds a semeadura. As culturas foram acondicionadas
em sala de crescimento, com temperatura média 25+2°C, fotoperiodo de 12h, em
delineamento experimental inteiramente casualizado. Sendo avaliados porcentagem de
germinacdo; numero de protocormos, porcentagem de protocormos em diferentes
estadios de desenvolvimento e numero de protocormos mortos; porcentagem de
sobrevivéncia, nimero de perfilhos e de raizes, comprimento da maior folha e da maior
raiz, massa fresca da planta. Todas as variaveis e atributos vegetais foram submetidos as
analises de variancia e de regressdo. A autopolinizacdo manual produziu sementes que
ndo germinaram in vitro, enquanto que as sementes produzidas por polinizagéo cruzada
manual ou polinizacdo natural produziram sementes que germinaram in vitro quando os
frutos foram colhidos ap6s 150 DAP. Porcentagem de germinacdo superior a 90%
foram registradas em frutos oriundos de polinizagdo cruzada manual e polinizagdo
natural, colhidos aos 210 DAP e cultivados por periodo superior a 30 dias. A
germinacdo de B. tuberculata estd mais vinculada ao estadio de maturacdo dos frutos
uma vez que houve pouca influéncia do fornecimento exdgeno de citocinina sobre a sua
germinacdo in vitro. O numero de protocormos da polinizacdo cruzada manual e da
polinizagdo natural é maior em frutos coletados aos 180 DAP. A porcentagem de
protocormos em estadio 1(%P1) formada pela polinizacdo cruzada manual e polinizagdo
natural € maior em frutos coletados aos 150 DAP. A porcentagem de protocormos em
estadio 4 (%P4) é maior em frutos coletados aos 150 DAP oriundos de polinizagao
natural e, aos 210 DAP, naqueles oriundos de polinizacdo cruzada manual. O emprego
dos meios liquido e sélido favorecem a germinacdo de B. tuberculata. Sementes de B.
tuberculata armazenadas por 90 dias apresentam germinacao acima de 70%. As plantas
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de B. tuberculata apresentam maior crescimento inicial quando cultivadas em meio MS
com concentracdo entre 70 e 75%. A utilizacdo do meio MS 50% ¢ promissor quando o
objetivo for a multiplicacéo in vitro de B. tuberculata.

Palavras Chaves: Orchidaceae, regulador de crescimento, cultivo in vitro, meio de
cultura, armazenamento de sementes, agente geleificante, orquideas nativas,
propagacao.
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IN VITRO GERMINATION AND GROWTH OF Brassavola tuberculata HOOK.
(ORCHIDACEAE)

ABSTRACT

In vitro propagation of orchids has been used for the production of commercially
important plants and for the conservation of endangered species, while the storage of
orchid seeds preserves genetic variability. Objectives of this research were: 1 — to study
the effect of the concentration of 6-benzylaminopurine (BAP) (0.0, 0.1, 1.0 or 2.0 mg L"
1, fruit maturation (60, 90, 120, 150, 180 or 210 days after pollination - DAP) and the
three culture time (15, 30 or 45 days) in the asymbiotic seed germination of Brassavola
tuberculata, from three types of pollination (hand self-pollination, hand cross-
pollination or natural pollination); 2 - evaluate the initial in vitro stages of development
of B. tuberculata, in response to the use of 6- benzylaminopurine (BAP) (0.0, 0.1, 1.0
or 2.0 mg L™ %), fruit maturation (60, 90, 120, 150, 180 or 210 days after pollination -
DAP) and the three types of pollination (hand self-pollination, hand cross-pollination or
natural pollination); 3 - evaluate the storage time and agar concentrations in vitro
germination of B. tuberculata and 4 - to evaluate the effect of different concentrations
of MS medium, the initial growth of B. tuberculata. The research was performed at the
Laboratory for in vitro cultivation of the Faculty of Agricultural Sciences (FCA) of the
Federal University of Grande Dourados (UFGD), during the period from august 2010 to
2013. Were used for the research of germination and development in vitro, seeds of B.
tuberculata from different types of pollination and ages of maturation, and for the
growth, plants 180 days after sowing. The cultures were kept in a growth room at
25+2°C and photoperiod of 12h, in completely randomized design. Being evaluated
germination percentage; number of protocorm, protocorm percentage at different stages
of development and number of dead protocorms; survival percentage, number of tillers
and roots, length of leaf and greater root mass fresh plant. Every variables and vegetal
attributes were submitted to variance analysis and of the regression. The hand self-
pollination produced seeds that did not germinate in vitro, whereas the seeds produced
by hand crosspollination or natural pollination, produced seeds that germinated in vitro,
when the fruits were harvested after 150 DAP. Germination percentages above 90%
were recorded in fruits from the hand cross-pollination or natural pollination, harvested
at 210 DAP and cultured for more than 30 days. The germination of B. tuberculata is
more linked to the maturation of the fruit, since there was little influence of exogenous
supply of cytokinin on seed germination in vitro. The number of protocorm of hand
cross-pollination and natural pollination is higher in the fruits collected at 180 DAP.
The percentage of protocorms in stage 1 (% P1) formed by hand cross-pollination and
natural pollination is higher in fruit collected at 150 DAP. The percentage of
protocorms in stage 4 (%P4) is higher in fruits collected at 150 DAP derived from
natural pollination, and at 210 DAP, those derived from hand cross-pollination. The use
of liquid and solid media favors the germination of B. tuberculata. Seeds of B.
tuberculata stored for 90 days resulted in germination above 70%. The plants of B.
tuberculata, have higher initial growth when cultured on MS medium with
concentration between 70 and 75 %. Use of MS 50% medium is promising when the
objective is the in vitro multiplications of B. tuberculata.
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Keywords: Orchidaceae, growth regulators, in vitro cultivation, seed storage, culture
medium, gelling agent, native orchid, propagation.



INTRODUCAO GERAL

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de grande
valor comercial, devido a capacidade de combinagdo genética, beleza, diversidade de
cor, forma e durabilidade de suas flores (PASQUAL et al., 2011), sendo cultivadas
comercialmente em todo o mundo como flor de corte e plantas de vasos (ASGHAR et
al., 2011).

O Brasil é um centro de origem de muitas espécies de orquideas, e a
valorizacdo de espécies nativas elevou sua participacdo no comércio exterior de mudas
(MATTIUZ et al., 2006). As exportacdes de mudas de orquideas brasileiras, embora
ainda pequena, continuam se destacando no mercado internacional, apresentando no
primeiro semestre de 2010 vendas no valor de US$ 87,8 mil. As mudas de orquideas
exportadas sdo espécies nativas e seus hibridos naturais, destinadas especialmente ao
mercado de colecionadores (JUNQUEIRA e PEETZ, 2010).

Devido a elevada importancia ornamental de suas flores, as orquideas vém
sendo coletadas indiscriminadamente da natureza (ABBAS et al., 2011; ABRAHAM et
al., 2012). Associado a isso, a destruicdo de grandes areas de seu habitat, limitam e
reduzem sua distribuicdo e abundancia, levando muitas espécies a serem catalogadas
como ameacadas de extincdo (SWARTS e DIXON, 2009).

As plantas da familia Orchidaceae, apresentam desenvolvimento muito
lento, deste a germinacdo das sementes até a fase adulta, requerendo maior periodo de
cultivo antes de serem comercializadas, o que contribui para o elevado valor unitario de
suas plantas no mercado. Assim, existe grande interesse na diminuicdo do tempo de
formacdo da muda dessa orquidea, com consequente reducdo dos custos de producao
(VICHIATO et al., 2007).

Orchidaceae é considerada uma das maiores familias dentro das
angiospermas, contendo cerca de 800 géneros, 35.000 espécies e mais de 120.000
hibridos naturais e artificiais (FARIA et al., 2010). No Brasil ja foram descritos 240
géneros e 2.449 espécies (BARROS et al., 2013).

O género Brassavola é encontrado desde o México até a Argentina
(BELLONE, 2006), este género é um dos mais conhecidos no Brasil (PAULA e
SILVA, 2006), constituido por oito espécies, dentre elas Brassavola tuberculata Hook,
de ocorréncia nos estados da regido norte (Tocantins), nordeste (Alagoas, Bahia,

Pernambuco, Paraiba, Sergipe), sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), sul



(Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina) (BARROS et al., 2013) e centro oeste
(Mato Grosso do Sul) (RECH et al., 2011).

A espécie B. tuberculata ¢ uma planta epifita, com hastes finas de no
maximo 15 cm, cada uma com uma folha coriacea, de menos de 50 cm de comprimento,
mais ou menos curvada, semicilindrica e com uma nervura longitudinal (BELLONE,
2006). Apresenta florada abundante e duradoura com inflorescéncias contendo cinco a
sete flores de coloracdo branca levemente amarelada, labelo largo e extremidade
pontiaguda, exalando odor levemente adocicado, no crepusculo (BELLONE, 2006;
RECH et al., 2010).

Para a conservacao destas espécies, a protecdo in situ deve ser integrada a
métodos de conservagdo ex situ, como a propagacdo de plantas e bancos de sementes
(DOWLING e JUSAITIS, 2012). Desta forma, os bancos de sementes de orquideas
possibilitam o armazenamento de um grande numero de sementes, a curto ou longo
prazo (MACHADO NETO e CUSTODIO, 2005). Tanto o armazenamento de sementes
como a manutencdo a longo prazo de colec¢des ativas para conservacao dos recursos
genéticos (BERJAK e PANMENTER, 2008), sdo imprescindiveis para a producao de
mudas in vitro, escalonadas em diferentes épocas do ano.

As sementes de orquideas mesmo produzidas aos milhares, ndo possuem
reservas nutritivas (LUAN et al., 2006), necessarias a germinacdo (FERREIRA et al.,
2010), e ndo apresentam endosperma funcional (SANTOS et al., 2007). Portanto, essas
sementes na natureza necessitam de associagdes com fungos simbiéticos para germinar,
onde apenas 0,2% a 0,3% germinam (KERBAUY e CHAER, 2010).

A formacdo das sementes inicia-se com polinizacdo natural ou manual, que
ocorre pela transferéncia do polen de uma flor para o estigma da mesma flor
(autopolinizaco), ou para flores de plantas diferentes (polinizacdo cruzada) (ARAUJO,
2012). Porém, em Orchidaceae a existéncia de mecanismos florais ou barreiras
geneéticas, dificultam a autopolinizacdo natural em algumas espécies, sendo a
polinizacdo cruzada essencial para conservagdo da diversidade genética (BHOYROO et
al., 2011).

A germinacdo assimbiotica de sementes de orquideas, ou propagacdo de
orquideas sem o auxilio do fungo micorriza presente na natureza, tem se mostrado uma
ferramenta eficiente para producgéo de plantas comercialmente importantes (KAUTH et
al., 2006; ZENG et al., 2012), pois resulta em maiores porcentagens de germinacgao, em

relacdo as condicOes naturais, viabilizando sua utilizacdo em projetos de reintroducéo na



natureza (MARTINI et al., 2001; SUZUKI et al., 2010) e para a conservagdo de
espécies ameacadas de extingdo (DUTRA et al., 2009).

A germinacdo de sementes de orquideas inicia-se pelo intumescimento da
semente, seguido pelo rompimento do tegumento seminal e liberacdo do embrido. O
embrido se desenvolve numa estrutura tuberiforme, geralmente clorofilada, chamada
protocormo (ARDITTI, 1992; PASQUAL, 2001; KRAUS et al., 2006; ROY et al.,
2011). A formacdo de protocormos é considerada uma peculiaridade do
desenvolvimento pds-seminal em orquideas e sua forma é taxon especifica
(BATIGYNA et al., 2003; HOSSAIN et al., 2010).

No cultivo in vitro 0s meios nutritivos fornecem os nutrientes essenciais
para o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo estabelecidos a partir das
exigéncias das plantas, podendo ser modificados para atender os requerimentos de cada
espécie (CALDAS et al., 1998;VENTURA et al., 2007). Um dos meios de cultura mais
utilizados para propagacdo in vitro de Orchidaceae € 0 meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) (GEORGE e KLERK, 2008; SUZUKI et al., 2010; FERREIRA et al.,
2010; COLOMBO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012). No entanto, como este meio
possui elevada concentracdo de nutrientes, para algumas espécies pode nao ser 0 mais
adequado, necessitando a reducdo de sua concentracdo ou outras modificacbes (REGO-
OLIVEIRA, 2005; STANCATO et al., 2008; LI e XU et al., 2009).

Segundo Hoffmann et al. (1997), a reducdo das concentracdes de sais nos
meios de cultura, promove o melhor crescimento de tecidos em orquideas. Assim a
determinacdo da concentracdo ideal do meio MS, para cada espécie, potencializa o seu
crescimento (PASQUAL et al., 1997).

Dependendo da espécie, 0 meio nutritivo para germinacdo assimbidtica de
orquideas pode ter consisténcia sélida ou liquida. Nos meios sélidos, o agar tem sido
utilizado pela sua grande eficiéncia como agente geleificante e dando suporte ao
desenvolvimento de plantas no meio de cultura (FARIA et al., 2006). No entanto, 0s
meios mais consistentes, que apresentam maior quantidade de agar, poderdo interferir
na absorgdo de &gua e nutrientes pelos tecidos (KUSUMOTO et al., 1998). Nos meios
liquidos, além da vantagem de reducdo de custos, maior facilidade no preparo e maior
homogeneidade, requerem menor concentracdo de sais em comparagdo ao meio sélido
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Além da concentragdo e consisténcia do meio, o sucesso da cultura
assimbiotica depende do periodo ideal para colheita de frutos (MWEETWA et al., 2008)



ja que a semeadura in vitro pode ser realizada com as sementes oriundas de capsulas
fisiologicamente maduras ou ndo, sendo as Ultimas colhidas ainda verdes, antes de sua
deiscéncia natural (STANCATO et al.,, 2001). O uso de capsulas imaturas, técnica
conhecida como “green pod culture”, vem sendo muito utilizada e baseia-se no fato de
que as sementes nesse estadio de desenvolvimento germinam e produzem mudas, desde
que a capsula tenha ultrapassado dois tergos do tempo entre a polinizacdo e a deiscéncia
natural (DE et al., 2006), reduzindo o tempo para a coleta dos frutos e evitando
contaminacgdes (KALIMUTHU et al., 2007).

Varios horménios atuam na formacéo dos frutos bem como na germinagéo
das sementes entre eles as citocininas (TAIZ e ZEIGER, 2009). As sementes de
orquideas geralmente ndo apresentam endosperma e cotilédone, sendo goticulas de
lipidios as Unicas substancias de reserva contidas no embrido utilizadas durante a
germinacdo (SUZUKI et al., 2009), estas citocininas sdo responsaveis pela mobilizacao
desses lipidios viabilizando o processo de germinacdo (MANNING E VAN STADEN,
1987).

As citocininas sdo uma das classes de reguladores de crescimento mais
utilizadas no cultivo in vitro (CALDAS et al., 1998), sendo necessérias para a divisao e
diferenciacdo das celulas vegetais in vitro (TAIZ E ZEIGER, 2009), induzindo a
morfogénese de orquideas (PANT e SWAR, 2011). Portanto, o uso de reguladores de
crescimento estimulam o processo de germinacdo e a formacdo de protocormos que
antecedem o desenvolvimento das plantas (SANTOS et al., 2007; PRADHAN e PANT,
2009; PANT e SWAR, 2011).

O meio de cultura deve fornecer o0s nutrientes necessarios para germinacao,
desenvolvimento e crescimento inicial in vitro de orquideas, sendo especificos para cada
espécie estudada (PASQUAL, 2001; CALDAS et al., 1998). Além da propagacéo in
vitro dessas espécies de plantas e 0o armazenamento de suas sementes contribui para a
preservacéo de sua variabilidade genética (MACHADO NETO e CUSTODIO, 2005).

Diante do exposto, buscou-se com este trabalho verificar se o efeito de
citocininas, o periodo de maturacdo de frutos e o tempo de cultivo interferem na
germinacdo de sementes de orquideas oriundas de diferentes tipos de polinizacéo;
verificar se o uso de citocininas e o periodo de maturacdo de frutos interferem na
formacdo de protocormos de orquideas oriundas de diferentes tipos de polinizacéo;

verificar se a concentragcdo do meio MS interfere no crescimento inicial de orquideas e



verificar se o tempo de armazenamento de sementes e a concentragdo de dgar dos meios

de cultivo interferem na germinacdo de sementes de orquideas.
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CAPITULO I: ESTADIO DE MATURAGAO DE FRUTOS, BAP E TEMPO DE
CULTIVO NA GERMINACAO IN VITRO DE Brassavola tuberculata Hook.
(ORCHIDACEAE).

RESUMO

A germinacdo assimbiotica de sementes de orquideas € mais eficaz que a germinacao
em condi¢Bes naturais, sendo assim, objetivou-se neste estudo avaliar o efeito da
concentracéo de 6-Benzilaminopurina (BAP) (0,0; 0,1; 1,0 ou 2,0 mg L™), da maturacéo
dos frutos (60, 90,120, 150, 180 ou 210 dias apds polinizacao - DAP) e de trés tempos
de cultivo (15, 30 ou 45 dias) no processo de germinacdo assimbiotica de sementes de
Brassavola tuberculata, oriundas de trés tipos de polinizacdo (autopolinizacdo manual,
polinizagdo cruzada manual ou polinizagéo natural). Foi utilizado o meio de cultura MS
15, acrescido de 30 g L™ de sacarose, enriquecido com as concentragdes de BAP. Apés a
semeadura, os frascos foram mantidos em sala de crescimento sob 25+2°C e fotoperiodo
de 12h. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, e os tratamentos foram
arranjados em esquema de parcela sub-subdivididas, sendo alocadas nas parcelas as
concentracdes de BAP, nas subparcelas a maturacao dos frutos e, nas sub-subparcelas o0s
tempos de cultivo, com trés repetices. Aos 15, 30 e 45 dias apds a semeadura, foram
feitas avaliacbes de porcentagem de germinacdo, que foram submetidas a analise de
variancia e posteriormente a regressao. A autopolinizacdo manual produziu sementes
que ndo germinaram in vitro, enquanto que as sementes produzidas por polinizacdo
cruzada manual ou polinizacdo natural produziram sementes que germinaram in vitro
quando os frutos foram colhidos a partir dos 150 DAP. Porcentagem de germinacgéo
superior a 90% foi registrada em frutos oriundos dos dois tipos de polinizacdo, colhidos
aos 210 DAP e cultivados por periodo superior a 30 dias. A germinacdo de B.
tuberculata esta mais vinculada ao estagio de maturacéo dos frutos uma vez que houve
pouca influéncia do fornecimento exdgeno de citocinina sobre a sua germinacdo in
vitro.

Palavras-chave: Orchidaceae, regulador de crescimento, cultivo in vitro.



MATURATION OF FRUITS, BAP AND CULTURE TIME ON IN VITRO
GERMINATION OF Brassavola tuberculata Hook. (Orchidaceae).

ABSTRACT

Asymbiotic germination of orchid seeds is more effective than germination in natural
conditions, therefore, this study aimed to evaluate the effect of the concentration of 6-
benzylaminopurine (BAP) (0.0, 0.1, 1.0 or 2.0 mg L™), fruit maturation (60, 90, 120,
150, 180 or 210 days after pollination - DAP) and three culture time (15, 30 or 45 days)
in the process of seed germination asymbiotic Brassavola tuberculata, from three types
of pollination (hand self-pollination, hand cross-pollination or natural pollination). Was
used MS % medium added 30 g L™ sucrose supplemented with different concentrations
of BAP. After sowing, the flasks were kept in a growth chamber at 25+2°C and
photoperiod of 12h. The experimental design was completely randomized, and
treatments were arranged in split split-plot, being allocated in the plots the
concentrations of BAP, in the slitplots fruit maturation and split split-plots the culture
times, with three replications. At 15, 30 and 45 days after sowing were evaluated for
germination, which were submitted to analysis of variance and regression later. A hand
self-pollination produced seeds that did not germinate in vitro, whereas the seeds
produced by hand crosspollination or natural pollination, produced seeds that
germinated in vitro, when the fruits were harvested at 150 DAP. Germination
percentages above 90% were recorded in fruits from the hand cross-pollination or
natural pollination, harvested at 210 DAP and cultured for a period exceeding 30 days.
The germination of B. tuberculata is more linked to the maturation of the fruit, since
there was little influence of exogenous supply of cytokinin on seed germination in vitro.

Keywords: Orchidaceae, growth regulators, in vitro cultivation.



1. INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas pelo grande
valor comercial decorrente da beleza e exotismo de suas flores (SCHNITZER et al.,
2010). A familia Orchidaceae encontra-se distribuida por todo o mundo, embora o
maior nimero de espécies ocorra em regides tropicais (SUTTLEWORTH et al., 1994).
Essa familia botanica compreende cerca de 800 géneros e 35.000 espécies (FARIA et
al., 2010) e, no Brasil, sdo descritos 240 géneros e aproximadamente 2449 espécies
(BARROS et al., 2013).

Brassavola € um dos géneros mais conhecidos no Brasil (PAULA e SILVA,
2006), composto de oito espécies, dentre elas Brassavola tuberculata Hook (Figura 1)
(BARROS et al., 2013), que ocorre em varios estados, incluindo o Mato Grosso do Sul
(RECH et al., 2011). O género destaca-se por seu elevado valor floristico e rusticidade,
sendo amplamente utilizado na producdo de hibridos duplos e triplos com Cattleya,
Laelia, Sophronitis e Epidendrum (SOARES et al., 2012).

FIGURA 1. A) Brassavola tuberculata Hook em seu habitat; B) Planta de
Brassavola tuberculata Hook.; C) detalne da flor de Brassavola
tuberculata Hook.; D) Frutos de Brassavola tuberculata Hook. (Barra =
1 cm). Dourados, UFGD, 2013.
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As plantas da familia Orchidaceae, apresentam desenvolvimento muito
lento, requerendo maior periodo de cultivo antes de serem comercializadas, o que
contribui para o seu elevado valor no mercado. Assim sendo, existe grande interesse na
reducdo do tempo de formacdo de mudas dessas plantas, como forma de minimizar os
custos de producgéo (VICHIATO et al., 2007).

Neste sentido, a germinacgéo assimbidtica de sementes de orquideas tem sido
utilizada tanto para a producdo comercial dessas plantas (KAUTH et al., 2006) quanto
para a conservacdo de espécies ameacadas de extin¢do, pois resulta em maiores
porcentagens de germinacdo, quando comparada com a germinacdo em condigOes
naturais (MARTINI et al., 2001; MWEETWA et al., 2008; DUTRA et al., 2009).

Outra vantagem da cultura assimbiotica de Orchidaceae é que 0 processo
muitas vezes ndo depende do estado de maturacdo fisioldgica dos frutos ja que a
semeadura in vitro pode ser realizada com as sementes oriundas de frutos
fisiologicamente maduros ou ndo, sendo os ultimos colhidos ainda verdes, antes de sua
deiscéncia natural (STANCATO et al., 2001). O uso de capsulas imaturas, técnica
conhecida como “green pod culture”, vem sendo amplamente utilizada e baseia-se no
fato de que as sementes nesse estddio de desenvolvimento germinam e produzem
mudas, desde que a capsula tenha ultrapassado dois tercos do tempo entre a polinizagdo
e a deiscéncia natural (DE et al., 2006), reduzindo o tempo para a coleta dos frutos e
evitando contaminac6es (KALIMUTHU et al., 2007).

De et al. (2006), obtiveram porcentagem de germinacéo entre 80 a 90% ao
utilizarem sementes oriundas de frutos imaturos de Dendrobium chrysanthum Wall.
Também, Temjensangba e Deb (2006), obtiveram 90% de germinacdo de sementes de
Cleisostoma racemiferum (Lindl.) Garay, obtidas de frutos colhidos 60 dias apds a
polinizacdo. Para Phalaenopsis amabilis Blume, 96% das sementes colhidas 90 dias
apos a polinizagdo produziram protocormos aos 50 dias da semeadura (MWEETWA et
al., 2008). Entretanto, Bhoyroo et al. (2011), obtiveram porcentagem de 31,5% de
germinacdo em Beclardia macrostachya (Thouars) A. Rich., com sementes imaturas
provenientes de frutos colhidos aos 60 dias apds a polinizagdo, indicando que cada
especie responde diferentemente ao processo “green pod culture”.

Os tipos de polinizacdo também influenciam a formacdo de frutos e de
sementes em orquideas. A reproducdo de orquideas é dependente dos mecanismos de
polinizacdo de cada espécie e da diversidade de agentes polinizadores, que contribuem

para o sucesso da transferéncia de pélen entre os individuos. Em Orchidaceae a maioria
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das espécies é autocompativel, no entanto, a maioria das espécies possui mecanismos
florais, ou barreiras genéticas, que evitam a formacdo de frutos por autopolinizacéo
(PANSARIN, 2003; PANSARIN e AMARAL, 2006).

Além da polinizacdo natural, em orquidaceas, ¢ comum a utilizacdo da
polinizacdo manual, realizada através da remocdo de polineas de uma flor e sua
deposicdo no estigma da mesma ou de outra flor (PANSARIN, 2003). “Polinizacdes
manuais, realizadas em condicdes experimentais promovem aumento na producédo de
frutos de muitas espécies de Orchidaceae, quando comparado com as populacGes em
ambiente natural” (MICKELIUNAS et al., 2006).

Polinizacdo cruzada manual, realizada na espécie Epidendrum paniculatum,
possibilitou que 95,6% das flores fecundadas formassem frutos, enquanto, na
autopolinizacdo manual apenas 1,28% das flores fecundadas, formaram frutos
(PANSARIN, 2003). Na espécie Cattleya eldorado, flores polinizadas por
autopolinizacdo manual, geraram 41,5% de frutos, enquanto a polinizacdo cruzada
gerou 75,5% de frutos e a polinizacdo natural, formou apenas 3,1% de frutos (STORTI
etal., 2011).

Um dos meios de cultura mais utilizados para propagacdo in vitro de
Orchidaceae é a formulacdo de Murashige e Skoog (1962), com variacbes na
concentracdo de seus constituintes, assim como a adi¢do ou nao de agar. No entanto, o
meio liquido apresenta a vantagem de reducdo de custos, maior facilidade no preparo e
maior homogeneidade, além disso, requer menor concentracdo de sais em comparagao
ao meio solido (PASQUAL, 2001).

Segundo Taiz e Zeiger (2009), varios horménios atuam na formacdo dos
frutos bem como na germinacdo das sementes entre eles as citocininas. As sementes de
orquideas geralmente ndo apresentam endosperma e cotilédone, sendo goticulas de
lipidios as Unicas substancias de reserva contidas no embrido (SUZUKI et al., 2009).
Manning e Van Staden (1987) relatam que as citocininas sdo responsaveis pela
mobilizacdo desses lipidios viabilizando o processo germinativo.

O estudo da aplicacdo exdgena de citocininas no processo de semeadura
assimbiotica de orquideas baseia-se no fato que em condic¢des naturais, varios fungos
micorrizicos, que auxiliam o processo de germinagéo, produzem citocininas, levando-se
a suposicdo de que a germinacdo dessas sementes e seu desenvolvimento na natureza
podem estar relacionados a presenca dessas citocininas fungicas (STEWART e KANE,
2006).



A adicdo de BAP (6-benzilaminopurina) no meio de cultura para a
germinacdo de sementes de orquideas tem apresentado respostas divergentes. Efeitos
positivos foram relatados por De Pauw et al. (1995), em razéo da adicdo de BAP (0,1;
0,2; 0,4 e 0,8 mg L) ao meio MS, reduzindo o tempo de germinacdo de Encyclia
phoenicea. Efeitos negativos foram observados com a adi¢do de BAP (0,5e 1,0 mg L™)
ao meio MS %, reduzindo a porcentagem de germinacdo de Beclardia macrostachya
(BHOYROO et al., 2011). Em Habenaria macroceratitis a adicdo de 1 uM de BAP
promoveu um efeito positivo na germinacgdo, enquanto as concentracfes de 3 e 10 uM a
reduziram (STEWART e KANE, 2006).

Em vista do exposto, objetivou-se com este trabalho, avaliar os tipos de
polinizac@es, 0 estagio de maturacdo de frutos, as concentragcfes de citocinina e o tempo

de cultivo in vitro na germinacdo de Brassavola tuberculata Hook.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
durante o periodo de agosto de 2010 a agosto de 2011.

Foram utilizados frutos de Brassavola tuberculata Hook, (Figura 2)
oriundos de trés tipos de polinizacdo: 1- polinizacdo natural, 2- autopolinizacdo manual
e 3-polinizacdo cruzada manual (para as duas ultimas foram utilizadas oito polineas),
produzidos por cinco plantas matrizes, com 12 anos de idade integrantes do acervo do
orquidario da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD e colhidos aos 60, 90,
120, 150, 180 ou 210 dias apos polinizacdao (DAP). Em cada época de colheita foram
utilizados trés frutos de cada tipo de polinizacéo.

Em cada periodo de colheita, os frutos oriundos de cada tipo de polinizacao,
foram lavados com agua e detergente neutro e desinfestados com &lcool (70%). A seguir
foram abertos, com auxilio de estilete e as sementes foram removidas das capsulas e
homogeneizadas respeitando-se cada tipo de polinizag&o.

Para cada polinizacao, 0,005 g de sementes foram transferidas para tubos de
ensaio e cada um deles recebeu 3 mL de solugédo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio
0,5%. As suspensdes de sementes foram acondicionadas em ambiente desprovido de luz
e 25+2°C. Apos 24 horas as suspensdes foram acrescidas de 7 mL de agua destilada e

agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificagdo de sementes viaveis, em camara de
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Peters com o auxilio de um microscopio estereoscopico (SOARES et al., 2012). Foram
consideradas como viaveis as sementes com embrides totalmente coloridos de carmim,
enguanto que as sementes com embrides incolores, parcialmente coradas ou desprovidas

de embrido foram consideradas inviaveis.

FIGURA 2. Frutos de Brassavola tuberculata Hook.colhidos aos 120 (A), 150 (B),
180 (C) e 210 (D) dias apo6s a polinizacdo (DAP). Barras = 1 cm.
Dourados, UFGD, 2013.

Uma vez identificada a viabilidade, em ambiente asséptico, 0,05 g de
sementes de cada polinizacdo foram embebidas em &gua destilada estéril por 15
minutos. Na sequéncia, a agua de embebicdo foi descartada e as sementes foram
desinfestadas por 15 minutos com uma solugdo composta por 3 mL de hipoclorito de
sodio (2,5%) e 6 mL de agua destilada estéril. Apds esse periodo as sementes receberam
triplice lavagem com agua destilada estéril (50 mL por lavagem). Apds o descarte da
agua de lavagem as sementes receberam 120 mL de agua destilada esteéril.

O meio de cultura utilizado foi Murashige e Skoog (1962), na metade da
concentracéo de seus componentes (MS %2), suplementado com 30 g L™ de sacarose e
das concentracées de BAP (0,0; 0,1; 1,0 ou 2,0 mg L™) com o pH ajustado para 5,8+0,1
com KOH (1M) e desprovido de agente geleificante. Foram utilizados como frascos de
cultivo recipientes de polipropileno transparente, providos de tampa, com capacidade
para 50 mL, e que apos receberem 10 mL de meio de cultura, foram esterilizados em
autoclave a 120°C e & presséo de 1,05 kg.cm™ por 20 minutos.

Apbs o resfriamento dos meios de cultura, os frascos foram transferidos
para ambiente asséptico, e cada um deles recebeu 200 pL de uma das suspensdes de

sementes oriunda de cada tipo de polinizacdo. Apos a semeadura os frascos foram



tampados e as culturas acondicionadas em sala de crescimento, com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiacio fotossintética de 20,0 pmol m? s, obtida
por meio de duas ldmpadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

Aos 15, 30 e 45 dias de cultivo, trés frascos de cada tratamento foram
abertos, e o seu conteudo foi vertido em placa de Petri e, com o auxilio de um
microscopio estereoscopico, contou-se o numero total de sementes (N°TS) e 0 nimero
de sementes com embrides clorofilados (N°SEC). A porcentagem de germinacdo (%G)
foi calculada utilizando-se a seguinte formula: % G = [(N°SEC x 100)/ N°TS] (ROY et
al., 2011)..

Os resultados decorrentes de cada tipo de polinizagdo foram analisados
separadamente utilizando-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Os
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas sub-subdivididas. Foram
alocadas na parcela, as concentracGes de BAP, nas subparcelas o estadio de maturacao
dos frutos e nas sub-subparcelas os tempos de cultivo, com trés repeticdes de um frasco
de cultivo.

A variavel, porcentagem de germinacdo foi transformada por meio da
fungdo V(x+1) e, a seguir, submetida a analise de varidncia utilizando o programa
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Havendo significancia, os fatores qualitativos foram
comparados por teste de médias (Tukey a 5% de probabilidade) e os quantitativos por

regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das analises de variancia com a significancia ou ndo dos fatores
analisados bem como a média geral das varidveis analisadas sdo apresentados no
Quadro 1. A porcentagem de germinacgédo (%G) dos frutos oriundos de autopolinizagdo
manual ndo consta do Quadro 1, pois as sementes ndo germinaram.

Houve efeito do estadio de maturacdo dos frutos (DAP) e do tempo de
cultivo (TC) (p<0,01) sobre %G de B. tuberculata, de frutos oriundos de polinizacéo
cruzada manual (%GC) e de polinizacdo natural (%GN), entretanto a adi¢cdo de BAP no
meio de cultivo ndo alterou significativamente (p>0,05) esses valores (Quadro 1).

Efeitos conjuntos (p<0,01) sobre as varidveis foram observados apenas com
a combinacdo de DAP e TC e, interacgdo tripla entre os fatores estudados (p<0,01), foi

registrada apenas sobre a %GN.
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Para todos os tipos de polinizacdo estudados, frutos de B. tuberculata
colhidos até 120 dias ap6s a polinizacdo (DAP) apresentaram sementes, que ao serem
transferidas para os meios de cultivo, ndo germinaram. O que permite inferir que
embora ocorra a fertilizacdo, os embrides ainda ndo estdo fisiologicamente aptos a

germinacao.

QUADRO 1. Resumo das anélises de variancia da porcentagem de germinacdo de
sementes de Brassavola tuberculata Hook., oriundas de polinizacao
cruzada manual (GC) e polinizagdo natural (GN), em funcdo das
concentracdes de BAP, dos dias apds a polinizacdo (DAP) e do tempo de

cultivo (TC)
Quadrados médios

F.V. G.L. %GC %GN
BAP 3 0,18™ 1,48™
Erro 1 12 1,39 0,48
DAP 3 623,94** 398,19**
BAP x DAP 9 0,26ns 0,82"
Erro 2 48 0,90 0,41
TC 2 34,97** 48,66**
BAP x TC 6 1,27™ 0,58™
DAP x TC 6 38,51** 47,31**
BAP x DAP x TC 18 0,63™ 0,99**
Erro 3 84 0,62 0,28
CV (%) 13,65 15,34
Média geral 44,4% 19,6%
N° de sementes por frasco 70,0 71,5

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F
™ n&o significativo
Aos 150 DAP as sementes dos frutos oriundos de polinizagdo natural (PN)
ou de cruzada manual (PC) germinaram, entretanto com porcentagem de germinacdo
inferior a 5% para tempo de cultivo de 15 dias (Figura 3A, 3B). Em tempos de cultivo
de 30 e 45 dias, as sementes oriundas de PC apresentaram %G em torno de 40%
enquanto que aquelas oriundas de PN em torno de 9% (Figura 3C, 3D, 3E, 3F).
Sementes de frutos colhidos aos 180 DAP e oriundos de PN apresentaram
%G inferior a 20%, independentemente dos tempos de cultivo (Figura 3B, 3D, 3F),
enquanto que aquelas oriundas de PC apresentaram %G igual a 33% quando cultivadas
por 15 dias (Figura 3A) e em torno de 70% quando cultivadas por 30 ou 45 dias (Figura
3C, 3E).
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FIGURA 3. Porcentagem de germinacdo de sementes de Brassavola tuberculata
Hook., oriundas de polinizacéo cruzada manual (GC) e polinizacéo natural
(GN), em funcdo do tempo de cultivo 15TC(A,B), 30 TC (C,D) e 45 TC
(E,F), época de maturacdo dos frutos (DAP) e concentracbes de BAP.
Dourados, UFGD, 2013.
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Sementes oriundas de frutos colhidos aos 210 DAP apresentaram %G
superior a 90% quando cultivados por 30 ou 45 dias, independentemente do tipo de
polinizacdo e das concentracfes de BAP. Quando cultivadas por 15 dias houve variacao
na %G em funcdo do tipo de polinizacdo. Enquanto sementes oriundas de PC
apresentaram %G em torno de 90%, aquelas oriundas de PN apresentaram %G em torno
de 12,5% (Figura 3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F).

A porcentagem de germinacdo de B. tuberculata foi mais influenciada pelo
estadio de maturacdo dos frutos e pelo tipo de polinizacdo do que pela adicdo de BAP
no meio de cultivo. Independentemente das concentragdes de BAP, em frutos oriundos
de PC, porcentagem de germinacdo de sementes superior a 50% foram calculadas para
frutos com estadio de maturacdo estimado de 200 DAP quando cultivadas por 15 dias e
de 160 DAP quando cultivadas por 30 ou 45 dias. Para frutos oriundos de PN,
porcentagem de germinagdo de sementes superior a 50% s6 pode ser observada em
frutos com estadio de maturacdo estimado de 195 DAP quando cultivadas por 30 ou 45
dias (Figura 3D, 3F).

Em decorréncia destes resultados, a utilizacdo de frutos imaturos de B.
tuberculatta pode ser recomendada quando o estadio de maturacdo dos frutos for em
torno de 75% (160 DAP) para frutos oriundos de PC e de 90% (190 DAP) para aqueles
oriundos de PN, uma vez que a deiscéncia natural (100 % do estagio de maturagdo
fisioldgica) ocorre em torno dos 210 DAP.

As variagdes entre a %G de frutos oriundos de PC e PN podem ser
decorrentes do fato de que em polinizagdes naturais, pode ocorrer de algumas polineas
ndo serem depositadas, diminuindo a quantidade de pdlen, ou o pdlen ser inapropriado,
inviabilizando a fecundacdo dos 6vulos (NADEAU et al., 1996; TREMBLAY et al.,
2005; FREITAS et al., 2010).

Independentemente do tipo de polinizacdo utilizada, das concentragdes de
BAP e dos tempos de cultivos avaliados, as sementes de B. tuberculata apresentaram
maiores porcentagens de germinacdo quando os frutos foram colhidos aos 210 DAP.
Segundo Munoz e Jiménez (2008), frutos maduros apresentam maior porcentagem de
germinacdo em decorréncia da maior quantidade de sementes viaveis em comparacao a
frutos imaturos.

Os valores porcentuais em torno de 100% observados em sementes oriundas
de PC para esta espécie fornecem valiosa informacdo para futuros trabalhos

relacionados a sua multiplicagdo, uma vez que permite o controle do material genético a



ser multiplicado e possibilita elevada diversidade genética. Além disso, o sucesso da
germinacdo dessas sementes € fato importante para manutencéo de populagdes estaveis
na natureza (BHOYROO et al, 2011).

O uso de citocinina no meio de cultura teve pouca influéncia sobre
porcentagem de germinacdo de B. tuberculata em todas as situagOes estudadas.
Respostas semelhantes foram relatadas por Hossain et al. (2010), em relacdo a
germinacdo de Cymbidium giganteum Wall. Ex Lindl. Os autores obtiveram 75 e 76%
de germinagdo em meio MS, com a utilizacdo de 0,0 e 1,0 mg L™ de BAP,
respectivamente, resultados estes estatisticamente iguais.

Bhoyroo et al. (2011), estudando o efeito dos reguladores de crescimento
BAP (0,0, 0,5 e 1,0 mg L™) ou TDZ (0,0, 0,1 e 0,3 mg L™) acrescidos ao meio MS %
modificado, verificaram que a maxima germinacdo (31,5%) de sementes Beclardia
macrostachya, oriundas de céapsulas imaturas coletadas com dois meses de idade,
provenientes de plantas polinizadas manualmente, foi obtida aos trés meses de cultivo
na auséncia dos fitorreguladores.

Os resultados observados nos diferentes estudos indicam que as respostas
germinativas podem variar consideravelmente entre diferentes géneros e até mesmo
entre espécies de um mesmo género (SUZUKI et al., 2010; SCHNEIDERS et al., 2012).
Estes resultados podem estar associados a interacdo gendtipo e citocinina, havendo,
portanto, a necessidade de se otimizar, a cada gendtipo, o nivel exégeno ou mesmo o
tipo de fitorregulador a ser adicionado ao meio (SUZUKI et al., 2004), bem como na

forma em que as sementes sdo expostas aos reguladores de crescimento.

4., CONCLUSOES

A polinizagdo natural, polinizagdo cruzada manual e a autopolinizagéo
manual de B. tuberculata, produzem sementes, entretanto apenas aquelas oriundas dos
dois primeiros tipos de polinizacdo germinam in vitro.

Houve pouca influéncia do fornecimento exdgeno de citocinina sobre a
germinacdo in vitro de B. tuberculata. As melhores porcentagens de germinagédo
ocorrem quando os frutos sdo colhidos 210 dias ap6s a polinizacéo e cultivados por

periodo igual ou superior a 30 dias.
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CAPITULO II: TIPOS DE POLINIZACAO, ESTADIO DE MATURACAO DE
FRUTOS E BAP NO DESENVOLVIMENTO INICIAL IN VITRO DE Brassavola
tuberculata Hook. (ORCHIDACEAE).

RESUMO

O desenvolvimento de protocormos a partir de sementes germinadas de orquideas € um
método eficaz de formacdo de novas plantas, devido a isso, objetivou-se neste trabalho
avaliar os estadios de desenvolvimento inicial in vitro de Brassavola tuberculata, em
resposta a utilizacdo de 6-Benzilaminopurina (BAP) (0,0; 0,1; 1,0 ou 2,0 mg L'l), da
maturacdo dos frutos (60, 90,120, 150, 180 ou 210 dias apos polinizacdo - DAP) e de
trés tipo de polinizacdo (autopolinizagdo manual, polinizagdo cruzada manual ou
polinizacdo natural). Foi utilizado o meio de cultura MS ¥, acrescido de 30 g L™ de
sacarose, enriquecido com as concentracfes de BAP. Apds a semeadura, os frascos
foram mantidos em sala de crescimento sob 25+2°C e fotoperiodo de 12h. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, e os tratamentos foram arranjados
em esquema de parcela sub-subdivididas, sendo alocados nas parcelas os tipos de
polinizagdo, nas subparcelas as concentracdes de BAP e, nas sub-subparcelas o periodo
de maturacdo dos frutos, com trés repeticdes. Aos 150 dias apds a semeadura, foram
feitas avaliacbes do numero de protocormos, da porcentagem de protocormos em
diferentes estadios de desenvolvimento e do numero de protocormos mortos, sendo
submetidos a analise de varidncia e posteriormente a regressdo. O ndmero de
protocormos da polinizacdo cruzada manual e da polinizacdo natural € maior em frutos
coletados aos 180 DAP. A porcentagem de protocormos em estadio 1(%P1) formada
pela polinizacdo cruzada manual e polinizacdo natural € maior em frutos coletados aos
150 DAP. A porcentagem de protocormos em estadio 4 (%P4) é maior em frutos
coletados aos 150 DAP oriundos de polinizacdo natural e, aos 210 DAP, nagueles
oriundos de polinizagdo cruzada manual.

Palavras-chave: Orchidaceae, regulador de crescimento, cultivo in vitro.



POLLINATION TYPES, MATURATION OF FRUTS AND BAP ON IN VITRO
INITIAL DEVELOPMENT OF Brassavola tuberculata Hook. (ORCHIDACEAE)

ABSTRACT

The development of protocorms obtained from orchid germinated seeds is a quick
method of forming new plants, on account of it, the aim of this work was to evaluate the
initial stages of in vitro development of Brassavola tuberculata, in response to the use
of 6- benzylaminopurine (BAP) (0.0, 0.1, 1.0 or 2.0 mg L™ %), fruit maturation (60,
90,120, 150, 180 or 210 days after pollination - DAP) and three types of pollination
(hand self-pollination, hand cross-pollination or natural pollination). It was used %2 MS
medium, added 30 g L™ sucrose, supplemented with different concentrations of BAP.
After sowing, the flasks were kept in a growth room at 25+2°C and photoperiod of 12h.
The experimental design was completely randomized, and the treatments were arranged
in split split plot, in which the types of pollination were allocated in the plots, the
concentrations of BAP were in the sliptplots and the period of maturation were in the
split split-plots, with three replicates. At 150 days after sowing, we evaluated the
number of protocorms, the percentage of protocorms in different stages of development
and the number of dead protocorms, and the data were submitted to analysis of variance
and then to the regression. The number of protocorm of hand cross-pollination and
natural pollination is higher in the fruits collected at 180 DAP. The percentage of
protocorms in stage 1 (% P1) formed by hand cross-pollination and natural pollination
is higher in fruit collected at 150 DAP. The percentage of protocorms in stage 4 (%P4)
is higher in fruits collected at 150 DAP derived from natural pollination, and at 210
DAP, those derived from hand cross-pollination.

Keywords: Orchidaceae, growth regulators, in vitro cultivation.



1. INTRODUCAO

Com cerca de 25.000 espécies, Orchidaceae € uma das maiores familias
botanicas de angiospermas. Suas plantas podem ser epifitas, terricolas ou rupicolas e
colonizam com sucesso quase todos os habitat. Devido a sua extraordinéria diversidade
floral e a especificidade de seus polinizadores representam uma linha avancada da
evolucéo floral em monocotileddneas (FU et al., 2011).

O género Brassavola € encontrado desde o México até a Argentina
(BELLONE, 2006) e Brassavola tuberculata Hook é uma espécie nativa nos Estados da
regido norte (Tocantins), nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Sergipe),
sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e sul (Parand, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina) (BARROS et al., 2013), sendo também reportada no Estado de Mato
Grosso do Sul (RECH et al., 2011).

Brassavola tuberculata, ¢ uma planta epifita, com hastes finas de no
méaximo 15 cm, cada uma com uma folha coridcea, mais ou menos cilindrica, de menos
de 50 cm de comprimento, com uma nervura longitudinal (BELLONE, 2006).
Apresenta florada abundante e duradoura com inflorescéncias contendo cinco a sete
flores de coloragdo branca levemente amarelada, com odor levemente adocicado,
exalado no crepusculo (RECH et al., 2010).

As orquideas produzem frutos que contém até 4 milhdes de sementes nao
endospérmicas e desprovidas dos nutrientes (LUAN et al., 2006), necessarios a
germinacdo do embrido (FERREIRA et al., 2010). Para germinarem naturalmente essas
sementes necessitam de associa¢fes com fungos simbidticos e apenas de 0,2% a 0,3%
conseguem germinar (KERBAUY e CHAER, 2011).

A formacédo de sementes de orquideas tem inicio com a polinizacdo natural
ou manual, através da transferéncia do pdlen de uma flor para o estigma da mesma flor
(autopolinizagdo), ou para flores de plantas diferentes (polinizagéo cruzada) (ARAUJO,
2012). Em Orchidaceae, a autopolinizacdo natural é dificultada em algumas espécies,
devido a existéncia de mecanismos florais ou barreiras genéticas, sendo a polinizacdo
cruzada essencial para manter elevada a diversidade genética (BHOYROO et al., 2011).

Segundo George (2008), o cultivo de sementes imaturas pode resultar em
maior producéo de plantas in vitro do que as provenientes de sementes maduras. 1sso
ocorre devido ao fato dos mecanismos de incompatibilidade p6s-zigéticos ainda nédo

terem sido acionados.
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As sementes de orquideas apresentam, em geral, um padrdo bastante
uniforme de germinagdo e desenvolvimento. Inicia-se pelo intumescimento, que
acarreta 0 rompimento do tegumento seminal com a liberacdo do embrido, que se
desenvolve numa estrutura tuberiforme, geralmente clorofilada, chamado protocormo
(ARDITTI, 1992). A formacdo do protocormos € considerada uma peculiaridade do
desenvolvimento pos-seminal em orquideas (BATIGYNA et al., 2003).

O desenvolvimento de protocormos a partir de sementes germinadas € um
método rapido de formacdo de novas plantas (MOHANTY et al., 2012), tornando-se
uma alternativa para a producdo de um grande nimero de plantas (ARAUJO et al.,
2009), que podem ser utilizadas comercialmente ou para programas de reintroducdo de
espeécies, em areas de preservacao ambiental (SCHNEIDERS et al., 2012).

Os meios nutritivos empregados no cultivo in vitro foram estabelecidos a
partir das exigéncias das plantas, com modificacbes para atender necessidades
especificas, fornecendo as substancias essenciais para o crescimento e desenvolvimento
de determinada espécie (VENTURA et al., 2007). O meio liquido tem sido bastante
empregado para formacdo de protocormos em estagio 1, enquanto que para a
transformac&o destes em plantas, tem-se empregado meios sélidos (PIERIK, 1990).

Um dos meios de cultura mais utilizados para propagacdo in vitro de
Orchidaceae é a formulacdo de Murashige e Skoog (1962) com algumas adaptaces tais
como a variacdo da concentracdo de seus constituintes. O desenvolvimento de plantas
de Cyrtopodium paranaensi (REGO-OLIVEIRA e FARIA, 2005) e de Cyrtopodium
panctatum (DUTRA et al., 2009) foi maior em meio MS %.. Plantas de Oncidium baueri
(SORACE et al., 2008) se desenvolveram melhor em meio MS Y%, suplementado com
40 g L' de sacarose enquanto que plantas de Catasetum fimbriatum (REGO-
OLIVEIRA e FARIA, 2005) apresentaram igual desenvolvimento em meio MS e MS
Ya.

As citocininas sdo uma das classes de reguladores de crescimento mais
utilizadas no cultivo in vitro (CALDAS et al., 1998), sendo necessarias para a divisdo e
diferenciacdo das células vegetais in vitro (TAIZ E ZEIGER, 2009), induzindo a
morfogénese de orquideas (PANT e SWAR, 2011). Portanto, o uso de reguladores de
crescimento estimulam o processo de germinacdo e a formacdo de protocormos que
antecedem o desenvolvimento das plantas (SANTOS et al., 2007; PRADHAN e PANT,
2009; PANT e SWAR, 2011).



As variaces genéticas dentro da familia Orchidaceae podem resultar em
respostas diferentes quanto ao desenvolvimento em relagdo ao uso de reguladores de
crescimento (SANTOS et al., 2007), tornando-se importante investigar seus efeitos
sobre a espécie estudada.

Em vista do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar os estadios de
desenvolvimento inicial in vitro de B. tuberculata em resposta a utilizagdo de BAP,

época de maturacdo de frutos e tipos de polinizagéo.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agréarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
durante o periodo de agosto de 2010 a agosto de 2011.

Foram utilizados frutos de B.tuberculata, oriundos de polinizagdo natural,
autopolinizacdo manual ou de polinizacdo cruzada manual (para as duas ultimas foram
utilizadas oito polineas), produzidos por cinco plantas matrizes, com 12 anos de idade
integrantes do acervo do orquidario da Universidade Federal da Grande Dourados —
UFGD e colhidos aos 60, 90, 120, 150, 180 ou 210 dias ap06s polinizagdo (DAP). Em
cada época de colheita foram utilizados trés frutos de cada tipo de polinizacéo.

Apbs serem colhidos os frutos foram lavados com agua e detergente neutro,
desinfestados com alcool etilico comercial (70%). A seguir os frutos de cada tipo de
polinizagdo foram abertos, com auxilio de estilete, e as sementes foram removidas das
capsulas, homogeneizadas respeitando-se cada tipo de polinizacdo, e 0,005 g de
sementes foram separadas e submetidas ao teste de tetrazOlio para avaliacdo da
viabilidade. Apos a confirmacdo da viabilidade, 0,05 g de sementes foram transferidas
para Becker de 300 mL, sendo utilizado um Becker para cada tipo de polinizagéo.

Em seguida as sementes foram embebidas em agua destilada estéril, por 15
minutos. Apos este periodo a agua de embebicdo foi descartada e as trés suspensdes de
sementes foram transferidas para ambiente asséptico onde foram desinfestadas, por 15
minutos, com solugdo composta de 3 mL de hipoclorito de sodio (2,5%) e 6 mL de 4gua
estéril. Na sequéncia, a solucdo de desinfestacdo foi descartada e, cada uma das
suspensdes de sementes foi submetida a triplice lavagem com agua destilada estéril (50
mL por lavagem). Apos a triplice lavagem as suspens@es foram diluidas para 120 mL de

agua estéril para a realizagdo da semeadura in vitro.



O meio de cultura utilizado foi Murashige e Skoog (1962) na metade da
concentracdo de seus componentes (MS %2), suplementado com 30 g L™ de sacarose e
das concentracées de BAP (0,0; 0,1; 1,0 ou 2,0 mg L™) com o pH ajustado para 5,8+0,1
com KOH (1M) e desprovido de agente geleificante. Foram utilizados como frascos de
cultivo recipientes de vidro, com capacidade para 600 mL, providos de tampa metalica,
que apos receberem 60 mL de meio de cultura, foram esterilizados em autoclave a
120°C e & pressdo de 1,05 kg cm™ por 20 minutos.

Apbs o resfriamento dos meios de cultura, os frascos foram transferidos
para ambiente asseptico, e cada um deles recebeu 2000 puL de uma das suspensdes de
sementes. Na sequéncia os frascos foram tampados e as culturas acondicionadas em sala
de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo
fotossintética de 20,0 umol m? s, obtida por meio de duas lampadas brancas
fluorescentes de 40 W cada.

Apo6s 150 dias da semeadura as estruturas vegetais foram avaliadas, segundo
a classificacdo proposta por Suzuki et al. (2009) em: a) estddio 1 = protocormo
intumescido clorofilado, b) estddio 2 = plantas com formacdo da primeira folha, c)
estadio 3 = plantas com duas ou mais folhas e d) estadio 4 = plantas com folhas e uma
ou mais raizes. Foi contabilizado também o nimero de estruturas vegetais mortas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas sub-subdividas. Foram alocadas
na parcela, os tipos de polinizacdo, nas sub-parcelas as doses de BAP e nas sub-
subparcelas o periodo de maturagdo dos frutos, sendo realizadas trés repeticdes de um
frasco de cultivo cada. As variaveis, expressas em porcentagem, foram transformadas
por meio da funcdo \/(x+l) e, a seguir, submetidas a analise de variancia utilizando o
programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Havendo significancia, os fatores
qualitativos foram comparados por teste de médias (Tukey até 5% de probabilidade) e

0S quantitativos por regressao.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de orquideas em geral, apresentam um padrdo uniforme de
desenvolvimento durante a germinagdo e desenvolvimento inicial (ARDITTI, 1992).
Inicialmente, ocorre o intumescimento do embrido, que se desenvolve em uma estrutura

redonda verde chamada de protocormo (estadio 1), em seguida, o protocormo se alonga
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e da origem a primeira folha (estadio 2) e uma segunda folha (estadio 3). Na sequéncia,
ocorre a formacédo e desenvolvimento das raizes, originando uma nova plantula (estadio
4) (SUZUKI et al., 2012). A presenca de raiz indica o término do estadio de protocormo
ou plantula (ALVAREZ E SAGAWA,1965).

Aos 150 DAP apenas as sementes dos frutos oriundos de polinizagéo natural
(PN) ou de cruzada manual (PC) ao serem transferidas para os meios de cultura
germinaram e produziram protocormos e, o resumo das analises de variancia com a
significancia ou nao dos fatores analisados bem como a média geral das variaveis

analisadas, a partir desse periodo, sdo apresentados no (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo das anélises de variancia do nimero de protocormos (N°P) e das
porcentagens de protocormos nos estadios 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) e 4
(%P4) e de protocormos mortos (%PM) de Brassavola tuberculata Hook.
em funcdo do tipo de polinizacdo (POL), concentracbes de BAP (BAP) e
dias apos a polinizacdo (DAP)

Quadrados médios

FV GL N°P %P1 %P2 %P3 %P4 %PM
POL 1  48,43** 40,86** 25,37** 13,01* 10,95 18,58**
Erro 1 4 0,86 0,61 0,36 0,75 0,54 0,60
BAP 3 151™ 50,78** 6,48**  11,28** 15,23** 6,89**
POL x BAP 3  3,34* 11,03** 3,15* 5,87**  3,17**  6,73**
Erro 2 16 0,67 0,60 0,83 0,90 0,59 0,55
DAP 2 87,27 17,73** 0,80" 0,25 = 2,87* 47,97**
POL x DAP 2 91,61** 1,70®  7,49** 0,77"  8,70** 0,05™
BAP x DAP 6 7,76**  525** 111* 4,66** 1,26  4,63*
POLxBAPxDAP 6  11,05** 067" 034" 3,67** 3,78** 531*
Erro 3 28 0,53 0,92 0,44 1,02 0,69 1,70
CV(%) 8,08 18,88 12,89 22,29 42,28 35,58
M. Geral 87,93 29,72% 27,21% 21,81% 4,98%  16,25%

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F
* significativo, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F
"™ nao significativo

Houve efeito conjunto dos trés fatores estudados (p<0,01) sobre o nimero
de protocormos (N°P), sobre a porcentagem de protocormos em estadio 3 (%P3), 4
(%P4) e protocormos mortos (%PM).

A interacdo entre os tipos de polinizagdo (POL) com os dias apos a
polinizacdo (DAP) (p<0,01) foi registrada sobre o nimero total de protocormos (PT) e
sobre a porcentagem de protocormos em estadio 2 (%P2) e 4 (%P4). A combinacédo das
concentracdes de BAP com DAP foi significativa (p<0,05) para todas as variaveis,

exceto para a porcentagem de protocormos em estadio 4 (%P4).
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3.1- Frutos colhidos aos 150 DAP: O maior N°P (123,2) foi observado com
a utilizacdo de PC e na auséncia de BAP, sendo que o aumento das concentragdes desse
fitorregulador ocasionou efeito decrescente sobre esta varidvel. O N°P formados pela
PN foi em media 21,4, ndo sendo influenciado pelas concentracdes de BAP. Para frutos
neste estagio de maturacdo fisioldgica o nimero de protocormos oriundos de PC foi
superior ao da PN para todas as concentrac6es de BAP estudadas (Figura 1A).

A maior formacao de protocormos observada com a utilizacdo de PC pode
estar relacionada a maior quantidade e a melhor qualidade de pdlen utilizado
(TREMBLAY et al., 2005; CHAUTA-MELLIZO et al., 2012). Quanto maior a carga de
polen, maior é o nivel de competicdo e por conta disso, a formacao de tubos polinicos
pode ser acelerada, aumentando a probabilidade de que um gametdfito masculino
alcance a fertilizacdo e gere uma prole com maior qualidade genética e vigor
(NIESENBAUM, 1999).

No presente trabalho, a quantidade de polineas utilizadas para PC ndo
variou, sendo depositadas 8 polineas nos estigmas das flores. Por outro lado, sob
condi¢des naturais de polinizacdo, esta quantidade pode ter variado resultando em
menor formacdo de protocormos quando comparada a PC, uma vez que nem sempre
toda a quantidade de polineas presente em um polinario é necessariamente depositada
em um unico evento de polinizacdo, e a polineas pode ter sido desintegradas durante a
deposicdo (PACINI e HESSE, 2002).

Além da quantidade, a qualidade do p6len também pode ter influenciado os
resultados observados. Segundo Tremblay et al. (2005), sob condi¢des naturais, a baixa
quantidade de polen pode limitar a producdo de sementes em orquideas, entretanto, em
plantas auto-compativeis, a ocorréncia de auto-polinizac6es reduz a qualidade do polen
e proporciona reducdes na producdo de sementes, podendo, entretanto, ndo refletir na
frutificacdo. Embora no presente trabalho a viabilidade das sementes ndo tenha sido
mensurada, ndo se descarta a possibilidade de ocorréncia de alguns frutos originados a
partir de autopolinizagdes, os quais explicariam a menor producdo de protocormos
observada.

A adicdo de BAP ao meio de cultura mostrou ndo ser necessaria para a
formagéo de protocormos de B. tuberculata, uma vez que os maiores valores de N°P
foram obtidos na auséncia deste fitorregulador. Segundo Arditti e Ernst (1984), as
sementes de orquideas podem sintetizar quantidade suficiente de citocininas para

satisfazer sua demanda para a germinagdo. Nesse sentido, provavelmente o contetdo
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enddgeno de citocininas de sementes de B. tuberculata, neste estagio de maturacao,
tenha sido suficiente para a germinagéo e formacao de protocormos.

Em relacdo ao desenvolvimento dos protocormos, tanto os tipos de
polinizacdo quanto as concentracdes de BAP influenciaram os resultados obtidos
(Figura 1).

A maior %P1 (91%) foi observada com a utilizacio de PN e com 1,8 mg L™
de BAP, enguanto que %P1 igual a 35,5% foi registrada para PC em concentracdes de
BAP superiores a 0,1 mg L™ (Figura 1B).

As concentragtes de BAP nédo influenciaram (p>0,05) a %P2 oriundos de
PC que apresentou valor médio de 37,3%, enquanto que a maior %P2 (23,8%) oriunda
de PN foi observada na auséncia de BAP, havendo decréscimo desse valor com o
aumento das concentracdes de BAP (Figura 1C).

A maior %P3 foi observada na auséncia de BAP, para os dois tipos de
polinizacdo estudados. A PC propiciou a formacdo de 43,5% e a PN de 25,0% de P3.
Para a PN, houve decréscimo na %P3 com o aumento das concentracfes de BAP
(Figura 1D).

A maior %P4 (25,1%) foi obtida de frutos oriundos de PN na auséncia de
BAP, sendo que o aumento das concentracfes desse fitorregulador ocasionou efeito
decrescente sobre esta varidvel. Frutos provenientes de PC apresentaram valores médios
de P4 igual 0,8%, ndo diferindo estatisticamente em funcdo das concentraces de BAP
(Figura 1E).

Para frutos oriundos de PN e PC, colhidos aos 150 DAP, ndo foram
observadas diferencas estatistica (p>0,05) sobre a %PM (média de 3,2% e 6,3%,
respectivamente) com o aumento das concentracdes de BAP (Figura 1F).

Como foi observado, a maior producdo de protocormos em estagio 3 obtida
com a utilizagdo de PC pode ser um indicativo de maior vigor proporcionado por este
tipo de polinizagdo quando comparado com a PN na qual houve maior nimero de
protocormos em estagio 1. A PC, por ser realizada de forma controlada, provavelmente
favoreceu o aumento do vigor dos protocormos e dessa forma, € provavel que a
quantidade e a qualidade do polen utilizado sdo fatores importantes na formagéo, no
desenvolvimento e na diferenciacdo dos tecidos dos protocormos de B. tuberculata.
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FIGURA 1. (A) Numero total de protocormos (N°P), (B) Porcentagem de protocormos
em estadio 1 (%P1), (C) porcentagem de protocormos em estadio 2
(%P2), (D) porcentagem de protocormos em estadio 3 (%P3), (E)
porcentagem de protocormos em estadio 4 (%P4) e (F) porcentagem de
protocormos mortos (%PM) de Brassavola tuberculata Hook., oriundos
de frutos colhidos aos 150 DAP em funcdo das concentracdes de BAP.
Dourados, UFGD, 2013.
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Para sementes de Hadrolaelia tenebrosa (Rolfe) Chiron & V.P. Castro,
provenientes de polinizagdo cruzada, coletada aos 240 DAP, e cultivadas por 120 e 180
dias em meio MS, a maior parte dos protocormos permaneceu no estadio 1, ndo sendo
observado plantulas no estadio 4 (SUZUKI et al., 2009). Para sementes de Cattleya
bicolor Lindley, provenientes de polinizagdo cruzada, coletadas aos 240 DAP,
cultivadas por 120 dias, a maior parte dos protocormos encontravam-se nos estadios 2 e
3, e aos 180 dias, eram distribuidos nos estadios 2, 3 e 4 (SUZUKI et al., 2010).

Por outro lado, a adicdo de BAP ndo resultou em estimulo no
desenvolvimento de protocormos para PC e retardou o desenvolvimento dos
protocormos quando se utilizou a PN. Para sementes de Dendrobium longicornu Lindl.
e D. formosum Roxb. a incorporacdo de BAP ao meio de cultura também nao teve efeito
significativo no desenvolvimento de protocormos de ambas espécies (DOHLING et al.,
2008). Sementes oriundas de PN, coletadas 150 DAP, tendem a formar, apds 150 dias
de cultivo, protocormos no estadio P1 (91,0%), com a utilizacdo de 1,8 mg L™ de BAP,
e formar protocormos no estadio P4 (25,1%), quando ndo se utiliza BAP. Sementes
oriundas de PC, coletadas no mesmo periodo apresentam tendéncia a formar maior %P3
(43,5%), na auséncia de BAP, entretanto o tempo de cultivo de 150 dias nédo foi
suficiente para a formacéo expressiva de estruturas P4 (0,8%) (Figural).

3.2- Frutos colhidos aos 180 DAP: O maior N°P (255,0) foi observado com
a utilizacdo de PN, cultivados em meio MS ¥, acrescido de 2,0 mg L™ de BAP. O
maior N°P formados pela PC (134,8), foi obtido com a concentracéo de 0,86 mg L™ de
BAP e a auséncia do fitorregulador propiciou maior N°P, em relagdo a PN (Figura 2A).

A adicdo de BAP no meio de cultura influenciou a formacdo de
protocormos em ambos 0s tipos de polinizacdo, provavelmente, em fun¢do do menor
conteddo enddgeno de citocininas das sementes, o que resultou em maior demanda por
fornecimento externo. Para sementes oriundas de PC a concentragdo minima de BAP foi
suficiente para estimular a germinacéo e formacgédo de protocormos. Por outro lado, as
sementes oriundas de PN tiveram menor sensibilidade ao BAP apresentando maior
germinabilidade e consequente formagéo de protocormos, somente com o0 aumento da
concentracéo deste fitorregulador.

O decréscimo nos niveis enddgenos de citocinina pode estar relacionado a
condigdes ambientais adversas (HARE et al., 1997), sendo a disponibilidade e a fonte
de nitrogénio um fator limitante da producdo deste horménio (MERCIER e

KERBAUY, 1991). Nesse sentido, é possivel que alteracdes na disponibilidade de
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nutrientes, principalmente de nitrogénio, tenha refletido nos resultados obtidos neste
periodo de maturacdo, resultando em variacdo na producdo de citocininas. Além disso,
outros fatores podem ter alterado o status fisioldgico e nutricional das plantas matrizes
de maneira que frutos obtidos de PN apresentaram sementes com menor conteddo de
citocininas, quando comparados com sementes obtidas de PC.

As concentracbes de BAP nédo influenciaram (p>0,05) a %P1, de PC,
apresentando valor médio de 21,4%, enquanto que na PN, as concentracGes de BAP
promoveram aumento na %P1, sendo maior valor, 56,5%, obtido com o uso de 1,4 mg
L™ de BAP. A %P1 observada na PC foi superior & natural até a concentragdo de 0,07
mg L™ de BAP (Figura 2B).

A %P2 oriundas dos dois tipos de polinizacdo ndo foram afetadas (p>0,05)
pelas concentracdes do fitorregulador, e apresentaram médias de 33,3% (PC) e 21,5%
(PN) (Figura 2C). As maiores %P3 observadas na PC (37,2%) e PN (28,3%) foram
obtidas na auséncia de BAP, sendo que o aumento das concentragcdes desse
fitorregulador ocasionou efeito decrescente sobre esta variavel (Figura 2D).

A %P4 oriunda de PC apresentou valor médio de 2,0%, ndo sendo
influenciada pelas concentragdes de BAP. A PN propiciou %P4 igual a 20,2% quando
as sementes foram cultivadas na auséncia do fitorregulador, sendo que doses maiores
acarretaram reducdo nos valores de %P4 (Figura 2E).

A partir desta andlise, pode-se observar que o desenvolvimento de
protocormos seguiu 0 mesmo padréo observado com frutos colhidos aos 150 DAP. Para
frutos oriundos de PC, houve maior formagdo de protocormos em estagio 3 enquanto
que para PN a adicdo de BAP retardou a formacdo de protocormos, sendo obtido maior
percentual de protocormos em estagio 1.

A %PM oriundos de PC néo foi afetada pelas doses de BAP, apresentando
valor médio de 20,0%, enquanto que a maior %PM da PN foi registrada com a
utilizacdo de 2,0 mg L™ de BAP (30,0%) e a menor (2,8%) na auséncia do
fitorregulador (Figura 2F).

De maneira muito anadloga as sementes coletadas aos 150DAP, sementes
oriundas de PN, coletadas aos 180 DAP, apresentaram tendéncia a formar maiores %P1
(56,5%), com a utilizacdo de 1,4 mg L™ de BAP, e formar maiores %P4, na auséncia
desse fitorregulador. Em PC, a maior parte dos protocormos permaneceram no estadio
3 de desenvolvimento, (cultivados na auséncia de BAP), e com a formagéo reduzida de

protocormos no estadio 4 de desenvolvimento (Figura 2).
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FIGURA 2. (A) Numero total de protocormos (N°P), (B) Porcentagem de protocormos
em estadio 1 (%P), (C) porcentagem de protocormos em estadio 2 (%P2),
(D) porcentagem de protocormos em estadio 3 (%P3), (E) porcentagem
de protocormos em estadio 4 (%P4) e (F) porcentagem de protocormos
mortos (%PM) de Brassavola tuberculata Hook., oriundos de frutos
colhidos aos 180 DAP em funcdo das concentracdes de BAP. Dourados,
UFGD, 2013.
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3.3- Frutos colhidos aos 210 DAP: A PN apresentou maior N°P (86),
quando as sementes foram cultivadas em meio isento de BAP. Na PC, as concentracdes
de BAP promoveram aumento linear crescente no nimero de protocormos, com o0 maior
nGmero (105) registrado com a utilizacdo da maior concentracdo 2,0 mg L™ de BAP.
Para frutos nesse estagio de maturacdo fisiologica, concentracdo de BAP igual ou
superior a 0,1 mg L™ propiciaram formac&o de maior niimero de protocormos em frutos
oriundos de PC, do que naqueles oriundos de PN (Figura 3A).

A adigé@o de BAP foi efetiva na formacéo de protocormos de frutos oriundos
de PC proporcionando maior formacdo de protocormos quando comparada aos
resultados obtidos para PN. Como ja discutido anteriormente, provavelmente neste
estagio de maturacdo dos frutos, a demanda pelo fornecimento de citocininas externas é
maior.

A %P1 de PC, ndo foi afetada (p>0,05) pelas concentracdes de BAP,
apresentando valor médio de 9,5%. A PN, promoveu aumentos lineares na %P1, com as
concentracdes de BAP, sendo registrado a maior %P1, 53,8% na concentragdo de 2,0
mg L™ de BAP. A %P1 de PC foi praticamente inferior 8 PN em todas as concentracdes
de BAP estudadas (Figura 3B).

Na PC, a %P2 ndo foi influenciada (p>0,05), pelas concentracdes de BAP,
apresentando valor médio de 27,8%. A maior de %P2 (32,6%) observada na PN, foi
verificada na auséncia de BAP, decrescendo & medida que as concentracdes de BAP
aumentaram. A %P2 da PN foi maior que a PC até a dose de 0,7 mg L™ de BAP (Figura
30).

A maior %P3 (34,6%) foi observada na PC, na auséncia de BAP,
decrescendo com o aumento das concentracdes desse fitorregulador. Na PN, o maior
valor de %P3 (36,4 %) foi registrado na concentracdo 0,1 mg L™ e o menor na
concentracdo 0,0 mg L™ (Figura 3D).

As concentraces de BAP, néo influenciaram (p>0,05) a %P4, na PN que
apresentou valor médio de 0,9%, enquanto que na PC, o maior valor (13,8%) de %P4
foi observado na auséncia de BAP, ndo diferindo estatisticamente nas demais

concentracgdes estudadas (Figura 3E).
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FIGURA 3. (A) Numero total de protocormos (N°P), (B) Porcentagem de
protocormos em estadio 1 (%P), (C) porcentagem de protocormos em
estadio 2 (%P2), (D) porcentagem de protocormos em estadio 3 (%P3),
(E) porcentagem de protocormos em estadio 4 (%P4) e (F) porcentagem
de protocormos mortos (%PM) de Brassavola tuberculata Hook.,
oriundos de frutos colhidos aos 210 DAP em funcao das concentragdes
de BAP. Dourados, UFGD, 2013.
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A polinizagdo cruzada artificial foi eficiente na formagdo e no
desenvolvimento de protocormos provavelmente pelo maior vigor proporcionado tanto
pela qualidade, quando pela quantidade de polen utilizado. Com a utilizacdo de PC,
elevada formacéo de protocormos em estagio 3 foi obtida em comparacdo com a PN, a
qual resultou em todos os periodos de maturacdo dos frutos, um desenvolvimento lento
com elevada formacdo de protocormos em estagio 1.

A maior %PM (57,6%) foi observada na PN, na auséncia de BAP, e as
demais concentracdes ndo apresentaram diferencas estatisticas. A %PM da PC néo foi
afetada (P>0,05) pelas concentracfes de BAP, apresentando valor médio de 31,9%. A
PC apresentou %PM maior que a PN quando cultivados em concentra¢des de BAP igual
ou superior a 0,1 mg L™ (Figura 3F).

A PN, aos 210 DAP, tende a formar maiores %P1, com a utilizacdo da
concentracdo de 2,0 mg L™ de BAP, ndo sendo observado a formacdo expressiva de
protocormos em estadio 4 de desenvolvimento. A PC tende a formar maior %P3,
(43,4%) e %P4 (13,8%), na auséncia da BAP (Figura 3).

De maneira geral, a adicdo de BAP em concentracGes superiores a 1,4 mg
L™, propicia a formacdo de P1, em sementes oriundas de PN, entretanto esses valores
tendem a diminuir & medida que o periodo de maturacdo dos frutos aumenta. Essas
estruturas desenvolvem-se até P4, na auséncia de BAP, sendo também observados
valores decrescentes a medida que o tempo de coleta aumenta, apresentando
comportamento indiferente aos 210 DAP, em relagéo ao BAP (Figura 4A).

Independente da época de coleta dos frutos, em sementes oriundas de PC,
apos 150 dias de cultivo, existe tendéncia a formacdo de 40% de P3, na auséncia de
BAP. Em relacdo a formacdo de P4 o tempo de coleta de frutos influenciou a formacéo
dessas estruturas. A medida que o tempo de coleta aumentou, houve aumento na %P4,
sendo que aos 210 DAP os valores registrados foram 13,8%, obtidos na auséncia de
BAP (Figura 4B).

O desenvolvimento de protocormos de diversas espécies de orquideas varia
de acordo o meio de cultura e estddio de maturacdo dos frutos. Aos 120 dias de
semeadura in vitro de Hoffmannseggella cinnabarina, provenientes de polinizagdo
cruzada, coletadas aos 180 e 210DAP, a adicdo da BA, no MS favoreceu a formacéao de
protocormos no estadio 1 e 3 (SUZUKI et al., 2012). Aos 180 dias da semeadura in
vitro de Beclardia macrostachya, provenientes de sementes de polinizagdo cruzada,

coletadas aos 60DAP, concentracdes menores de BAP (0,5 mg L), adicionada ao meio
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MS Y%, favoreceram o desenvolvimento de protocormos e a formagdo de plantulas
(BHOYROO et al., 2011).

100 -

(A) Polinizacdo natural

87,8

80 m Pl
S m P4
Py 56,5
S 60 1
(.
o
S 40 1
<
% 20

0,9
0 T T T 1
150 180 210
100 - (B) Polinizacdo cruzada manual
m P3
~ 80 1
S mP4
(%2
S 60
S 40,0 40,0 40,0
S 40 1
2
“ 20 138
0,8 2,0
0 T T 1
150 180 210

Dias ap6s a polinizacao (DAP)

FIGURA 4. Porcentagem de protocormos Brassavola tuberculata Hook., (A) oriundos
de polinizacao natural (PN); (B) oriundos de polinizacdo cruzada manual

em funcdo dos épocas de coleta dos frutos. Dourados, UFGD, 2013.

Em ambas as polinizacfes, a formacdo de maior nimero de protocormos

ocorreu quando os frutos foram colhidos aos 180 DAP (Figura 5). Para essa época de

coleta, a PN, apresentou maior nimero de protocormos na presenca de 2,0 mg L™ de

BAP (Figura 2A), enquanto que para frutos colhidos aos 210 DAP o maior nimero de
protocormos foi obtido na auséncia de BAP (Figura 3A), e para frutos colhidos aos 150

DAP nédo houve efeito do BAP sobre o nimero de protocormos (Figura 1A).

Na PC, o nimero de protocormos foi semelhante em frutos coletados aos

150 e 180 DAP (Figura 5), quando foram utilizadas as concentracdes 0,0 e 0,86 mg L™

de BAP (Figuras 1A, 2A), respectivamente, apresentando um comportamento



decrescente aos 210 DAP, na maior concentragdo de BAP utilizada (Figura 3A).
Embora a PN favorecesse a formacdo de protocormos em estagio 4 (plantas
completas) nos periodos de polinizacdo estudados, a baixa formacao de protocormos
observada com a utilizacdo desta polinizacdo aos 150 e 210 DAP, permite sugerir que
fatores relacionados a polinizagdo e as condi¢cdes ambientais podem reduzir o potencial
germinativo e conseqiientemente o recrutamento de novas plantas. Sob condigOes
naturais, estes resultados geram preocupacdes em relacdo a manutencao das populacoes
naturais e ao seu status de conservacdo. Por outro lado, os elevados valores de N°P
obtidos aos 180 DAS com a adicdo de BAP podem servir para estudos sobre

germinagdo e producdo de mudas desta espécie.
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FIGURA 5. Numero de protocormos de Brassavola tuberculata Hook., oriundos
polinizagdo natural e de polinizagdo cruzada manual em fungdo dos
épocas de coleta dos frutos. Dourados, UFGD, 2013.

4. CONCLUSAO

O numero de protocormos da polinizagdo cruzada manual e da polinizacéo
natural € maior em frutos coletados aos 180 dias ap0s a polinizacdo (DAP).

A porcentagem de protocormos no estadio 1 (%P1l) formada pela
polinizagdo cruzada manual e polinizag&o natural & maior em frutos coletados aos 150

dias apo6s a polinizagédo (DAP).



A porcentagem de protocormos no estadio 4 (%P4) é maior em frutos
coletados aos 150 dias apds a polinizacdo (DAP) oriundos de polinizacéo natural e, aos

210 dias ap0s a polinizacdo (DAP), naqueles oriundos de polinizacao cruzada manual.
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CAPITULO III: EFEITO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DAS
SEMENTES E CONSISTENCIA DO MEIO DE CULTURA NA GERMINACAO
IN VITRO DE Brassavola tuberculata HOOK. (ORCHIDACEAE).

RESUMO

As acdes antropogénicas limitam e reduzem a distribuicdo e a abundancia de espécies
de orquideas na natureza, ameacando sua preservacdo. A propagacao de plantas e 0s
bancos de sementes contribuem para a conservacdo da variabilidade genética destas
espécies. Desta forma, nesse trabalho objetivou-se avaliar o tempo de armazenamento e
as concentragcBes de agar na germinacdo in vitro de Brassavola tuberculata Hook.
Foram utilizadas sementes dessecadas por 14 dias e armazenadas por 0, 30, 60 ou 90
dias sob condices de refrigeracdo a 4+2°C. O meio de cultura foi MS Y, suplementado
com 30 g L™ de sacarose e agar (0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 ou 8 g L™Y). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, e os tratamentos foram arranjados
em esquema de parcelas sub-subdividas, sendo alocados nas parcelas os tempos de
armazenamento e nas subparcelas as concentracdes de agar, com quatro repeti¢cées. Aos
30 dias ap6s a semeadura foi avaliada a porcentagem de germinacdo, sendo os dados
submetidos a analise de variancia e de regressdo. O emprego dos meios liquido e sélido
favorecem a germinagdo de B. tuberculata. Sementes de B. tuberculata armazenadas
por 90 dias apresentam germinacao acima de 70%.

Palavras-chave: armazenamento de sementes, agente geleificante, orquideas nativas.



EFFECT OF THE STORAGE TIME OF SEEDS AND CONSISTENCY OF
CULTURE MEDIUM ON IN VITRO GERMINATION OF THE BRASSAVOLA
TUBERCULATA HOOK. (ORCHIDACEAE)

ABSTRACT

The anthropogenic limit and reduce the distribution and abundance of species of orchids
in nature, threatening its preservation. The plants propagation and seed banks
contributes to the conservation of the genetic variability of these species. Thus, this
work aimed to evaluate the storage time and the concentrations of agar in vitro
germination of the Brassavola tuberculata Hook. Were used seed dried for 14 days and
stored for 0, 30, 60 and 90 days under refrigeration at 4+2°C. The culture medium was
15 MS, supplemented with 30 g L™ sucrose and agar (0, 1, 2, 3,4,5,6, 7or8 g L™). The
experimental design was completely randomized, and treatments were arranged in sub-
subdivided plots, the plots being allocated storage times and subplots concentrations of
agar, with four replications. At 30 days after sowing was evaluated the germination
percentage and the data submitted to analysis of variance and regression. The use of
liquid and solid media favors the germination of B. tuberculata. Seeds of B. tuberculata
stored for 90 days resulted in germination above 70%.

Palavras-chave: seed storage, gelling agent, native orchids.



1. INTRODUCAO

As orquideas nativas brasileiras tém despertado grande interesse ndo apenas
entre os colecionadores, mas também nos programas de melhoramento e de
reintroducdo das espécies em seus habitats. O género Brassavola possui caracteristicas
morfolégicas que viabilizam a sua utilizacdo na producdo de hibridos duplos e triplos
com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum (SOARES et al., 2012).

Nesse género destaca-se a espécie Brassavola tuberculata, por apresentar
inflorescéncias com duas a seis flores agrupadas, de coloracdo creme a verde claro,
labelo largo e extremidade pontiaguda (BELLONE, 2006). Esta espécie é encontrada na
mata atlantica, cerrado e caatinga (BARROS et al., 2013) e no estado de Mato Grosso
do Sul (RECH et al., 2011).

Na natureza as orquideas dependem da interacdo entre fatores bidticos e
abidticos, que atuam em seu crescimento, desenvolvimento e sucesso reprodutivo,
determinando sua sobrevivéncia. Nessas condicBes, acGes antropogénicas limitam e
reduzem a distribuicdo e a abundéncia dessas espécies, pela coleta de plantas ou
alteracdo ambiental, ameagando sua ocorréncia natural (SWARTS e DIXON, 2009).

As orquideas produzem frutos contendo milhares de diminutas sementes,
com 0,005 a 6 mm de comprimento (ARDITTI, 1992), e na natureza sua germinacao,
por precisar de simbiose com fungos especificos apresentam baixa taxa de germinacao
(STOUTAMIRE, 1964).

Para a conservacao destas espécies, a protecdo in situ deve ser integrada a
métodos de conservagdo ex situ, como a propagacdo de plantas e bancos de sementes
(DOWLING e JUSAITIS, 2012). Desta forma, os bancos de sementes de orquideas
possibilitam o armazenamento de um grande numero de sementes, a curto ou longo
prazo (MACHADO NETO e CUSTODIO, 2005). Tanto 0 armazenamento de sementes
como a manutencdo a longo prazo de colec¢des ativas para conservacdo dos recursos
genéticos (BERJAK e PANMENTER, 2008), sdo imprescindiveis para a producéo de
mudas in vitro, escalonadas em diferentes épocas do ano.

O desenvolvimento de condicdo adequada de armazenamento de sementes
de algumas espécies de orquideas pode reduzir a perda da viabilidade ou germinacéo.
Um aumento na longevidade das sementes de orquideas é obtido com a redugdo
concomitante do teor de umidade das sementes e da temperatura de armazenamento
(SEATON e HAILES, 1989).
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A germinagdo assimbiotica de sementes de orquideas, tem se mostrado uma
ferramenta eficiente para sua propagacao (ZENG et al., 2012), pois resulta em maiores
porcentagens de germinacdo, em relacdo a condigdes naturais. O meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) é um dos mais utilizados na germinacdo in vitro de
orquideas (SUZUKI et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012). Segundo Ferreira (2012),
por este meio apresentar altas concentragdes de sais, concentragdes mais reduzidas
deverdo ser testadas visando atender as necessidades nutricionais de cada espécie.

A reducdo das concentracGes de sais do meio MS tem sido relatada por
varios autores, para germinacao de diferentes espécies de orquideas. A concentragdo de
sais no meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) reduzida a 50% de macro e
microelementos, promoveram melhor germinacdo de sementes de Beclardia
macrostachya (BHOYROO et al., 2011), Paphiopedilum wardii Sumerrh (ZENG et al.,
2012), Bletia purpurea (DUTRA et al., 2008), Phragmipedium longifolium e
Phragmipedium pearcei (MUNOZ e JIMENEZ, 2008), de hibridos de Vanda
(JOHNSON e KANE, 2007) e de Spathoglottis plicata Blume (THAKUR e
DONGARWAR, 2012).

Dependendo da espécie, 0 meio nutritivo para germinacdo assimbiotica de
orquideas pode ter consisténcia sélida ou liquida. Em meio sélidificado, o agar tem sido
utilizado pela sua grande eficiéncia como agente geleificante, dando suporte ao
desenvolvimento de plantas no meio de cultura (FARIA et al., 2006). No entanto, meios
mais consistentes, com maior quantidade de agar, poderdo interferir na absorcédo de agua
e nutrientes pelas culturas (KUSUMOTO et al., 1980). O meio liquido apresenta a
vantagem de reducdo de custos, maior facilidade no preparo e maior homogeneidade,
além disso, requer menor concentracdo de sais em comparacdo ao meio soélido
(PASQUAL, 2001).

Para espécies de orquideas, estudos sobre a germinacao tém sido relatados
tanto em meios solidos (STEWART e KANE, 2006; MUNOZ e JIMENEZ, 2008;
ABBAS et al, 2011; SCHWALLIER et al., 2011; MOHANTY et al., 2012;
MAHENDRAN et al., 2013), quanto em meios liquidos (SHADANG et al., 2007,
DUTRA et al., 2008; HOSSAIN et al., 2010; ABRAHAM et al., 2012). Desta forma,
novos estudos sobre armazenamento de sementes e a germinacdo in vitro de B.

tuberculata se fazem necessarios para otimizar a conservacao ex situ desta espécie.



Em vista do exposto, objetivou-se com este trabalho, avaliar o tempo de
armazenamento e as concentracdes de &gar na germinagdo in vitro de Brassavola

tuberculata Hook.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agréarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
durante o periodo de agosto de 2010 a agosto de 2011.

Foram utilizados frutos de Brassavola tuberculata Hook, oriundos de
polinizacdo natural, produzidos por plantas do orquidario da Universidade Federal da
Grande Dourados — UFGD e colhidos aos 210 dias ap6s a identificacdo visual do
sucesso da fecundacéo.

Os frutos foram lavados com agua e detergente neutro e desinfestados com
alcool (70%). A seguir foram abertos, com auxilio de estilete e as sementes foram
removidas das capsulas, homogeneizadas e trés amostras de 0,005 g cada foram
colocadas em tubos de ensaio recebendo 3 mL de solugéo aquosa de cloreto de trifenil
tetrazolio 0,5%. As suspensfes de sementes foram acondicionadas em ambiente
desprovido de luz e temperatura de 25+2°C e, apds 24 horas, foram acrescidas de 7 mL
de agua destilada e agitadas, sendo pipetado 1 mL para identificacdo de sementes
viaveis, em camara de Peters, com o auxilio de um microscopio estereoscopico
(SOARES et al., 2012). Foram consideradas como viaveis as sementes com embrides
totalmente coloridos de carmim, enquanto que as sementes com embries incolores,
parcialmente corados ou desprovidas de embrido foram consideradas inviaveis. Foram
contabilizadas 388 sementes viaveis por miligrama de sementes.

Uma vez analisada viabilidade, o restante das sementes foi dividido em
quatro pocdes de igual peso e transferidas para dessecador provido de silica gel por 14
dias. Apos esse periodo, a primeira por¢do (0,02 g) foi utilizada para a semeadura in
vitro correspondendo ao tempo de armazenamento 0 dias [TA(0)], e as demais por¢oes
de igual peso foram armazenadas em frascos de polipropileno opaco, com tampa
rosqueavel, providos de silica gel, e mantidos sob refrigeracdo a 4+2°C, por 30
[TA(30)], 60 [TA(60)] e 90 dias [TA(90)].

Para a semeadura in vitro, foram utilizadas, sementes de cada tempo de

armazenamento que, em ambiente estéril, foram embebidas em agua destilada estéril
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por 15 minutos. Na sequéncia, a &gua de embebicdo foi descartada e as sementes foram
desinfestadas por 15 minutos com uma solugdo composta por 3 mL de hipoclorito de
sodio comercial e 6 mL de agua destilada estéril. Apos esse periodo as sementes
receberam triplice lavagem com agua destilada estéril (50 mL por lavagem). Apds o
descarte da agua de lavagem as sementes receberam 120 mL de &gua destilada estéril
para a realizacdo da semeadura in vitro.

O meio de cultura utilizado foi Murashige e Skoog (1962), na metade da
concentracdo de seus componentes (MS ¥2), suplementado com 30 g L™ de sacarose e
das concentracdes de agar bacteriolégico (0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 ou 8 g L™), com o pH
ajustado para 5,8+0,1 com KOH (1M). Foram utilizados como frascos de cultivo
recipientes de polipropileno transparentes, providos de tampa, com capacidade para 50
mL, e que ap6s receberem 20 mL de meio de cultura, foram esterilizados em autoclave
a 120°C e & pressdo de 1,05 kg cm™ por 20 minutos.

Apo6s o resfriamento dos meios de cultura, os frascos foram transferidos
para ambiente asséptico, e cada um deles recebeu 200 uL da suspensdo de sementes.
Apdbs a semeadura os frascos foram tampados e as culturas acondicionadas em sala de
crescimento, com temperatura 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20,0
umol m? s, obtida por meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W cada,
permanecendo nessas condicGes por 30 dias.

Decorrido este periodo, os frascos foram abertos, a suspensdo de sementes
foi vertida em placa de Petri e, com o auxilio de um microscopio estereoscopico,
contou-se 0 numero total de sementes (N°TS) e o nimero de sementes com embrides
clorofilados (N°SEC). A porcentagem de germinacédo (%G) foi calculada utilizando-se a
seguinte férmula: % G = [(N°SEC x 100)/ N°TS](ROY et al., 2011).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas subdivida. Foram alocados na
parcela, os tempos de armazenamento e na subparcela as concentragcdes de agar, com
quatro repeticdes de um frasco de cultivo.

A variavel, porcentagem de germinacdo foi transformada por meio da
funcdo V(x+1) e, a seguir, submetida a analise de varidncia utilizando o programa
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Havendo significancia aos fatores estudados foram

ajustadas curvas de regressao.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das analises de variancia com a significancia ou nédo dos fatores
analisados bem como a média geral da porcentagem de germinacéo de B. tuberculata
séo apresentados no Quadro 1.

Houve efeito conjunto do tempo de armazenamento e das concentragdes de
agar sobre a porcentagem de germinacdo (%G) da espécie, entretanto efeito
significativo isolado dos fatores analisados sé foi observado em relacdo ao tempo de

armazenamento (Quadro 1).

QUADRO 1. Resumo das andlises de variancia da porcentagem de germinacdo de
Brassavola tuberculata Hook

Quadrados médios

F.V. G.L. %Germinagao
Tempo de armazenamento (TA) 3 6,81**
Erro a 12 0,03
Agar 8 0,05"

TA x Agar 24 0,09**
Errob 96 0,04

CV (%) 2,18
Média geral 86,7%

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F
™ n&o significativo

Quando a semeadura foi efetuada imediatamente ap6s o periodo de
dessecagdo [TA(0)] a maior porcentagem de germinacéo (94,4%) foi observada com a
utilizacdo de 2,9 g L™ de agar (Figura 1A). As sementes dessecadas por 14 dias e
armazenadas por 30 dias [TA(30)], apresentaram viabilidade de 94% em todas as
concentracdes de agar (Figura 1B). Segundo Seaton e Hailes (1989), a determinacédo da
viabilidade inicial € um fator importante para determinar o periodo de armazenamento
de sementes.

As sementes de B. tuberculata apresentaram de maneira geral, perda da
viabilidade com o avanc¢o do tempo de armazenamento. Sementes armazenadas por 60
dias [TA(60)] apresentaram um decréscimo na %G de 11% em relagcdo aquelas
armazenadas por 30 dias (Figura 1B, 1C) ndo sendo observado efeito da concentragédo
do agar nesses resultados. Entretanto, quando as sementes foram armazenadas por 90

dias [TA(90)], a porcentagem de germinacdo decresceu @ medida que a concentracéo de
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agar aumentou, sendo o maior valor (80,1%) observado na auséncia do geleificante, ou
seja em meio liquido (Figura 1D). Tal comportamento pode indicar que as sementes nao
encontraram dificuldade em germinar em meios liquidos ou com baixas concentracdes

de &gar, devido a maior facilidade de absorcéo de agua e nutrientes.
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FIGURA 1. Porcentagem de germinagdo de Brassavola tuberculata Hook., nos
tempos de armazenamento (TA): (A) zero dias; (B) 30 dias; (C) 60 dias;
(D) 90 dias, em fungdo das concentracdes de &gar. Dourados, UFGD,

2013.

Na conservacdo de sementes de orquideas, o teor de umidade das sementes e
a temperatura de armazenamento, interferem nas rea¢fes bioquimicas que regulam o
metabolismo de cada espécies (ALVAREZ-PARDO e FERREIRA, 2006; MARTINS e
LAGO, 2008). Hirano et al. (2009), estudando a conservacdo de sementes de Phaius
tankervilleae, observaram que em auséncia de armazenamento a viabilidade foi de
76,9%, e armazenadas por 90 dias a 4°C, a viabilidade reduziu para 38,7%, com perda
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de 38,3%, enquanto neste trabalho, a viabilidade inicial observada para B. tuberculata
foi maior e a perda no armazenamento foi menor (14,3%), evidenciando que as
condi¢cdes de armazenamento foram favoraveis para a espécie, pois proporcinaram
germinacao superior a 70%.

Hosomi et al. (2012), estudando a preservacdo de nove espécies de Cattleya
armazenadas a -18°C, observaram que a maioria das espécies aos 35 dias de
armazenamento apresentaram alta viabilidade, com germinacdo variando de 96% a
99%, exceto as espécies C. tenuis (73%) e C. mossiae (68%), enquanto B. tuberculata
quando armazenadas a 4+2°C, durante 30 dias, apresentou 94% de germinacéo,
indicando que a viabilidade das sementes durante 0 armazenamento, pode ser
preservada quando as condi¢cdes de conservacgdo sao favoraveis.

Aos 90 dias de armazenamento sementes de B. tuberculata apresentaram
alta viabilidade (80,1%), corroborando com a afirmagdo de Alvarez-Pardo e Ferreira
(2006), que avaliando diferentes condicdes e periodo de armazenamento de semente de
Cattleya intermédia, observaram alta viabilidade (98%) por até seis meses, exceto
guando mantidas fora do dessecador em ambiente natural.

Mweetwa et al. (2008), avaliando a germinagdo de sementes de
Phalaenopsis Sogo Lit-Angel e Phalaenopsis spp. linhagem 9450, armazenadas a 4°C
por 90 dias, observaram viabilidade abaixo de 50% (46% e 23%, respectivamente), em
meio liquido, enquanto para sementes de B. tuberculata, dessecadas por 14 dias e
armazenadas nas mesmas condi¢Oes foi superior, em torno de 80% de germinagdo. A
porcentagem de germinag&o observada para B. tuberculata em meio MS ¥ com 4 g L™
de agar, com 30 dias de armazenamento a 4°C, ou nao, ficou acima de 90%, enquanto,
Suzuki et al. (2009, 2010), avaliando a germinacdo em meio MS, com 4 g L™ de 4gar,
para outras espécies de orquideas armazenadas por 24h a 4°C, observaram 61% de
germinacao, aos 25 dias de cultivo, demonstrando que o teor de umidade das sementes e
as condicdes de armazenamento, afetam diferentemente a fisiologia das espécies de
orquideas.

Embora tenham ocorrido perdas de viabilidade com o avangco do tempo de
armazenamento, a porcentagem de germinacdo de B. tuberculata armazenada por 90
dias, foi superior a 70% em meios com concentraces mais elevadas de 4 a 8 g L™ de
agar, indicando que o processo de envelhecimento ndo foi acentuado neste tempo de
armazenamento, pois em periodos mais prolongados de armazenamento as reservas de

lipidios presentes nas sementes podem estar sujeitas ao processo de peroxidagdo, um
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dos eventos mais deletérios, pois causa danos as membranas celulares e outras
macromoléculas (MACHADO-NETO e CUSTODIO, 2005).

Concentragbes de 4gar variando de 0 a 3 g L™ proporcionaram efeitos
lineares decrescentes na %G a medida que o tempo de armazenamento aumentou.
Valores médios em torno de 95,5% foram registrados em TA(0) e de 79,5% para
TA(90) nessas concentragOes (Figura 2A, 2B, 2C, 2D).

A utilizacdo de concentracdes de agar variando de 4 a 8 g L™ propiciou
efeito quadratico na %G de B. tuberculata. As maiores porcentagens de germinacéo
(média de 93,5%) foram calculadas para o periodo médio de armazenamento de 11,5
dias. Para essas concentracfes de &gar o armazenamento por 90 dias propiciou %G
média de 74,4% (Figura 2E, 2F, 2G, 2H, 21), 5% a menos do que aquelas armazenadas
pelo mesmo periodo, porém cultivadas em concentragdes de 4gar variando de 0 a3 g L™
(Figura 2A, 2B, 2C, 2D).

Possivelmente, 0 aumento da concentracdo de &gar promoveu a redugdo do
potencial osmdtico do meio MS ¥, dificultando a embebicdo de agua pelas sementes,
consequentemente, interferindo na germinacdo de sementes armazenadas por maior
periodo de tempo.

Segundo Pasqual et al., (2009), concentraces de agar entre 6 e 8 g L™
prejudicam o crescimento de Cattleya loddigesii, por limitar a absorcdo de sais
minerais e por dificultar o contato do explante com o meio.

O emprego de meios mais consistentes para germinacdo de orquideas tem
sido empregado com bastante freqiiéncia. Dowling e Jusaitis (2012), estudando a
germinacdo de quatro espécies de orguideas, em meio MS (¥ sais inorganicos)
(MURASHIGE E SKOOG, 1962), com 8 g L™ de &4gar, aos 70 dias de cultivo,
observaram que capsulas mantidas em condi¢des ambientais de armazenamento, duas
espécies apresentaram germinacdo entre 80 e 95%, proximas ao observado neste
trabalho, engquanto as outras apresentaram entre 50 e 60%, indicando que as diferencas

observadas nas respostas foram devidas ao efeito do genétipo.
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FIGURA 2. Porcentagem de germinacdo de Brassavola tuberculata Hook., nas

concentracdes de &gar: (A) 0gL™; (B)1gL™ (C)2gL™ (D)3gL™;
(E)4gL: (F)5gL:(G)6gL: (H)7gL™; (1)8gL™ em funcéo do
tempo de armazenamento (TA). Dourados, UFGD, 2013.

Dutra et al. (2008), avaliando a germinacdo de sementes de Bletia purpurea,

armazenadas em ambiente natural e refrigeradas a -10°C, em diferentes meios (inclusive
MSY2), solidificados com 8 g L™ de agar e dois fotoperiodos (16/8 e 0/24 horas de L/E),

observaram

germinacdes de 96,3% a 100%, independente dos meios e fotoperiodos

estudados, proximos a porcentagem de germinagédo de B. tuberculata. No entanto, para



Cyrtopodium punctatum, nas mesmas condi¢cOes anteriores, a porcentagem de
germinacdes foi de 12,8% na presenga de luz e 80% na auséncia (DUTRA et al., 2009).

Espécies distintas de Cymbidium germinadas em meio MS, com 8 g L™ de
agar, apos 45 dias da semeadura apresentaram respostas diferentes para germinacao,
enquanto Cymbidium aloifolium apresentou 90% de germinacdo (DEB e PONGENER,
2011), proxima a B. tuberculata em auséncia de armazenamento e aos 30 dias ap6s a
semeadura, Cymbidium bicolor Lindl., apresentou 55,6% de germinagédo
(MAHENDRAN et al., 2013).

Na germinagdo assimbidtica de sementes de orquideas, em meio MS
solidificado com 6 a 9 g L™ 4gar, ap6s 15 a 56 dias de cultivo, a porcentagem de
germinacdo variou de 45 a 68,8%, (HOSSAIN, 2008; PATHAK et al., 2011; ROY et
al., 2011), sendo portanto inferiores as observadas neste trabalho.

Os resultados deste trabalho indicam que as sementes de B. tuberculata
armazenadas por até 90 dias, ndo encontraram dificuldade para germinar no meio
avaliado mesmo em 8 g L™ 4gar. No entanto, 0 aumento das concentracBes de agar
ocasionou reducdo na porcentagem de germinacdo, quando armazenadas por periodos
superiores a 30 dias. Portanto, os resultados demonstram que as perdas de viabilidade
aumentaram a medida que aumentaram o periodo de armazenamento, nas concentracoes
mais elevadas de agar. Para as avaliacdes realizadas aos 90 dias, as perdas ndo foram
significativas, ndo prejudicando, portanto o potencial germinativo e a manutencao da

espécie.
4. CONCLUSOES

O emprego dos meios liquido e solido favorecem a germinacdo de B.
tuberculata, j& que germinam sem aeracdo em meio liquido, o meio liquido é mais
adequado.

Sementes de B. tuberculata armazenadas por 90 dias apresentam

germinacao acima de 70%, mantendo, portanto a variabilidade da espécie.
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CAPITULO IV: CRESCIMEN]’O DE Brassavola tuberculata Hook. EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE MEIO MURASHIGE & SKOOG

RESUMO

O meio de cultura precisa fornecer todas as substancias essenciais ao crescimento das
plantas in vitro, variando conforme as exigéncias de cada espécie. Assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragdes do meio MS, no
crescimento inicial de plantas de Brassavola tuberculata Hook. Plantas com 180 dias
ap6s a semeadura in vitro, foram transplantadas em meio de cultura MS, com
concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175 ou 200%,
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6,0 g L™ de 4gar bacteriolégico. Apés a
transferéncia das plantas, os frascos foram mantidos em sala de crescimento sob 25+2°C
e fotoperiodo de 12h. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 15
tratamentos e trés repeticdes. Aos 150 dias do transplante, foram feitas avaliacGes da
porcentagem de sobrevivéncia, numero de perfilhos e de raizes, comprimento da maior
folha e da maior raiz e massa fresca da planta. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e de regresséo. As plantas de B. tuberculata, apresentam maior crescimento
inicial quando cultivadas em meio MS com concentracdo entre 70 e 75%. A utilizacao
do meio MS 50% € promissor quando o objetivo for a multiplicacdo in vitro de B.
tuberculata.

Palavras chave: meio de cultura, cultivo in vitro, orquidea nativa, propagacao.



GROWTH Brassavola tuberculata Hook. IN DIFFERENT CONCENTRATIONS
OF MURASHIGE & SKOOG MEDIUM

ABSTRAT

The culture medium must provide all substances essential to plant growth in vitro,
varying according to the requirements of each species. This study aimed to evaluate the
effect of different concentrations of MS medium, at the initial growth Brassavola
tuberculata Hook. Plants with 180 days after in vitro culture, were transplanted in MS
medium with concentrations of 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175
or 200%, supplemented with 30 g L™ * sucrose, 6,0 g L ™ bacteriological agar. After the
transfer of plants, the flasks were kept in a growth room at 25+2°C and photoperiod of
12h. The experimental design was completely randomized, with 15 treatments and three
replications. At 150 days after transplantation, were evaluated for survival percentage,
number of tillers and roots, length of longest root and leaf and fresh plant. The data
were submitted to analysis of variance and regression later. The plants B. tuberculata
Hook, have higher initial growth when cultured on MS medium with concentration
ranging between 70 and 75 %. Use of MS 50% medium is promising when the objective
is the in vitro multiplications of B. tuberculata.

Key words: medium culture, in vitro cultivation, native orchid, propagation.



1. INTRODUCAO

Orchidaceae é uma das maiores familias de angiospermas, com cerca de
35.000 espécies, 120.000 hibridos naturais e artificiais, distribuidos em 800 géneros
(FARIA et al., 2010). No Brasil existem 2.449 espécies distribuidas em 240 géneros
(BARROS et al., 2013).

Devido a sua importancia ornamental, as orquideas sdo coletadas
indiscriminadamente da natureza. Associado a isso, a destruicdo de grandes areas de seu
habitat, levou muitas espécies a serem catalogadas como ameacgadas de extincéo,
havendo necessidade de sua propagacdo em larga escala com objetivo de
comercializacdo e reintroducdo (ABBAS et al.,2011; ABRAHAM et al., 2012).

Algumas espécies do género Brassavola, nativas do Brasil (PAULA &
SILVA, 2006), sdo muito utilizadas na producdo de hibridos intergenéricos duplos e
triplos (SOARES et al., 2012), resultando em plantas com flores de extraordinaria
beleza, comercializadas a elevados valores no mercado interno e externo.

Brassavola tuberculata Hook. é uma orquidea epifita nativa, distribuida
desde o Rio de Janeiro até o sul do pais, incluindo Uruguai, Paraguai e Bolivia
(BELLONE, 2006), além do cerrado brasileiro (MENDONCA et al., 1998), inclusive
Mato Grosso do Sul (RECH et al., 2011).

Técnicas de cultivo in vitro tém sido amplamente utilizadas na propagacao
de orquideas (SUZUKI et al., 2010), possibilitando a producdo em massa de plantas de
excelente qualidade, a precos acessiveis, preservando as espécies, e evitando sua
extincdo (SUZUKI et al., 2009).

O meio de cultura utilizado é um dos fatores que influencia o sucesso do
cultivo in vitro. Este meio precisa fornecer todas as substancias essenciais para as
culturas, variando conforme as exigéncias de cada espécie nas diferentes etapas de seu
crescimento (PASQUAL, 2001; CALDAS et al., 1998; ARAUJO et al., 2009; BESSON
etal., 2010).

Um dos meios de cultura mais utilizados para propagacdo in vitro de
Orchidaceae ¢ 0 MS (GEORGE e KLERK, 2008; FERREIRA et al., 2010; COLOMBO
et al.,, 2012). A formulagdo desenvolvida por Murashige e Skoog (1962) é rica em
macro e micronutrientes, vitaminas e sacarose, 0 que favorece o desenvolvimento de

plantas. Porém, sua elevada concentracdo de nutrientes, algumas vezes mostra-se



inadequada ao cultivo de determinadas espécies, necessitando de modifica¢es (REGO-
OLIVEIRA, 2005; STANCATO et al., 2008; L1 e XU et al., 2009).

Segundo Hoffmann et al. (1997), a reducdo das concentracdes de sais nos
meios de cultura, promove o melhor crescimento de tecidos em orquideas. Assim a
determinacdo da concentracdo ideal do meio MS, para cada espécie, potencializa o seu
crescimento (PASQUAL et al., 1997).

Em vista do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de
diferentes concentracdes do meio MS, no crescimento inicial de plantas de Brassavola

tuberculata Hook.

2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo in vitro da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), de outubro de 2012 a marco de 2013.

Para tanto, foram utilizadas plantas de B. tuberculata, com 1,5cm de altura,
providas de raizes, oriundas de semeadura in vitro e cultivadas, por 180 dias, em meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), em sala de crescimento com temperatura média
25 + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e radiacdo fotossintética de 20,0 umol m™ s, obtida
por meio de duas ldmpadas brancas fluorescentes de 40 W cada.

No experimento utilizou-se o meio de cultura MS, nas concentragdes de 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175 ou 200%, suplementado com 30 g
L™ de sacarose, 6,0 g L™ de 4gar bacterioldgico e o pH 5,8+0,1 (ajustado com KOH -
1M). Foram utilizados como frascos de cultivo, recipientes de vidro transparentes com
capacidade para 600 mL, providos de tampa metélica, que apos receberem 60 mL de um
dos 15 meios nutritivos estudados, foram esterilizados em autoclave a 120°C e a pressdo
de 1,05 kg cm™ por 20 minutos.

Apbs o resfriamento dos meios de cultura, os frascos foram transferidos
para ambiente asséptico, e cada um deles recebeu quatro plantas. Na sequéncia, 0s
frascos foram tampados e as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento,
com temperatura média 25+2°C, fotoperiodo de 12 horas e radiagdo fotossintética de
20,0 pmol m™ s, obtida por meio de duas lampadas brancas fluorescentes de 40 W

cada.



Decorridos 150 dias do transplante, os frascos foram abertos, as plantas
foram removidas dos meios de cultura e avaliadas quanto a porcentagem de
sobrevivéncia, nimero de perfilhos e de raizes, comprimento da maior folha e da maior
raiz e massa fresca da planta (parte aérea e sistema radicular), sendo posteriormente
calculados os porcentuais de massa fresca da parte aérea e das raizes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
15 tratamentos e trés repeticdes constituidas de um frasco de cultivo cada. Os dados
porcentuais foram transformados por meio da fungdo V(x+1) e, a seguir, todas as
variaveis foram submetidas a analise de variancia utilizando o programa SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2011). Havendo significancia, as médias das variaveis foram submetidas a

analise de regressao.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das analises de variancia com a significancia ou ndo das
concentracfes do meio MS sobre as variaveis analisadas bem como sua média geral séo

apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Resumo das andlises de variancia da massa fresca de planta (MFP),
porcentagem de massa fresca de parte aérea (%MFPA) e massa fresca de
raiz (%MFR), namero de raiz (NR), comprimento da maior raiz (CMR),
comprimento maior folha (CMF), nimero de perfilho (NP) e porcentagem
de sobrevivéncia (%SOB) de Brassavola tuberculata Hook.

Quadrados médios

F.V. G.L. MFP %MFPA %MFR NR
Concentracao 14 1,13** 14,94** 12,82** 1,17**
Residuo 30 0,23 0,73 1,09 0,19
CV (%) 4,28 11,97 17,99 18,70
Média geral 0,319 55,7% 37,6% 5,04
F.V. G.L. CMR CMF NP %S0OB
Concentracédo 14 10,31** 3,82** 0,86** 17,99**
Residuo 30 0,49 0,43 0,11 1,53
CV(%) 18,08 16,43 13,97 13,97
Média geral 17,7mm 16,4mm 50 84,4%

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F

As concentragcdes de meio MS apresentaram efeito significativo (p<0,01),
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para todas as varidveis relacionadas ao crescimento de plantas de Brassavola
tuberculata (Quadro 1).

Concentracbes do meio MS até 50% propiciaram porcentagem de
sobrevivéncia de 100%. A partir dessa concentracdo os valores decresceram, sendo
calculadas porcentagens de sobrevivéncia de 90 e 9%, para as concentragdes de 100 e
200% do meio MS, respectivamente (Figura 1A).

Para a parte aérea, concentracdes do meio de 55 a 85% apresentaram 0s
melhores resultados sobre as caracteristicas vegetativas. O maior numero de perfilhos
(6,0) foi obtido na concentragcdo do meio MS de 55% (Figura 1B), o que contribui para
a formacéo de maior nimero de hastes florais e consequentemente maior nimero de
flores, atributos de grande interesse para a espécie.

A maioria dos trabalhos atribui o maior perfilhamento de Orchidaceae a
adicdo de citocinina combinada ou ndo com auxina em meio de cultivo MS (PANT e
PRADHAN, 2010; PANT e SWAR, 2011; ARENMONGLA e DEB, 2012; ASGHAR
et al.,, 2012), entretanto para B. tuberculata a utilizacdo do meio MS 50% propiciou
perfilhamento sem a utilizacdo de fitorreguladores.

O maior comprimento de folha (23,5mm) foi obtido com concentracdo do
meio MS de 85% (Figura 1D). Alguns relatos cientificos mostram variacdo no
comprimento da folha em funcéo da espécie estudada. Dezan et al. (2012), verificaram
maior comprimento de folhas de Schomburgkia gloriosa em meio MS %. Lie Xu et al.
(2009), registraram alongamento de folhas de Rhynchostylis gigantean cultivada em
meio MS, assim como Suzuki et al. (2009), relataram que o meio MS foi mais eficaz na
producdo de folhas de Hadrolaelia tenebrosa e mesmo resultado foi observado para a
espécie Cattleya bicolor Lindley (SUZUKI et al., 2010). Ja Vasudevan e Van Staden
(2010), nao observaram diferencas estatisticas no maior nimero e comprimento foliar
de Ansellia africana Lindl, com a utilizag&o de meio MS ou MS ..

O sistema radicular das plantas apresentou maior desenvolvimento na
auséncia do meio MS. O maior numero de raizes (8,0), assim como o0 comprimento da
maior raiz (43,0 mm) foram registrados nessa condicéo (Figura 1C e 1E). As orquideas
epifitas apresentam raizes com velames, estrutura que absorve e armazena agua e
nutrientes (DRESSLER, 1993), e em fungdo de seu desenvolvimento lento, a
disponibilizagdo de nutrientes para a planta no habitat é lenta e gradual (ARDITTI,
1992), evidenciando que o fornecimento de nutrientes no meio de cultura deve ser em

baixas concentragdes, onde ocorreram os melhores resultados.
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FIGURA 1. Caracteristicas vegetais de Brassavola tuberculata Hook. em funcéo das
concentracdes do meio MS. (A) porcentagem de sobrevivéncia (%SOB);
(B) numero de perfilhos (NP); (C) numero de raizes (NR); (D)
comprimento da maior folha (CMF); (E) comprimento da maior raiz.
Dourados, UFGD, 2013.

Os resultados desse trabalho se contrapdem aos relatos de Rego-Oliveira e
Faria (2005), que obtiveram maior nimero e comprimento da maior raiz de Catasetum
fimbriatum em meio MS com 50% de macronutriente e em MS com 25% de
macronutrientes para Cyrtopodium paranaenses. Besson et al. (2010), também

obtiveram maior nimero de raizes de Miltonia flavescens em meio MS 50%. De
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maneira semelhante, Colombo et al. (2012), obtiveram o maior nimero e comprimento
de raizes de um hibrido de Phalaenopsis (P. amabilis x P.equestris) em meio MS com
50% da concentracdo de macronutrientes, assim como Kong et al. (2007), estudando o
enraizamento de brotos de Dendrobium strongylanthum Rchb.f., observaram maior
ndmero e comprimento de raizes no meio MS 50%.

O maior nimero e comprimento de raiz de B. tuberculata observados nas
concentracdes reduzidas do meio MS podem ser explicados, pelo fato de que,
dependendo da espécie cultivada, a reducdo da concentracdo idnica dos meios de cultura
favorece o desenvolvimento de raizes (PASQUAL, 2001), portanto, a formag&o in vitro
de um sistema radicular funcional e bem desenvolvido é um dos pontos fundamentais
para a sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacdo (BESSON et al., 2010).

Em relacdo a massa fresca das plantas, concentracdo de 53% propiciou a
maior massa fresca (0,38g) da planta (Figura 2A), enquanto a porcentagem relativa a
parte aérea das plantas (81,1%) foi maior em concentracdo de 105% (Figura 2B) e a do
sistema radicular (76,3%) ocorreu na auséncia de nutrientes (Figura 2C).

Segundo Rodrigues et al. (2012), a relacdo ideal de parte aérea/raiz em
plantas in vitro é em torno de 2,0. Neste trabalho relagdo de 2,1 foi observada na
concentracdo de 70% do meio MS. Embora as plantas produzidas durante o periodo
experimental ainda ndo possuissem tamanho adequado a aclimatizacdo ex vitro,
necessitando de subcultivos, a concentracdo de 70% de sais do meio MS propiciou um
balan¢o adequado de fotoassimilados na planta.

Como neste trabalho ndo foram observadas diferencas estatisticas em
relacdo a massa fresca da planta em concentracdes entre 40 e 70 %, pode-se inferir que,
se forem subcultivadas em meio MS com 70% da concentracdo, poderdo atingir um
crescimento de parte aérea que suporte as condi¢cdes ex vitro de luminosidade e um
sistema radicular com desenvolvimento adequado a absorcdo de agua e nutrientes,
possibilitando sua fixacdo no substrato e evitando danos fisicos durante o processo de

aclimatizacéo.
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FIGURA 2. Massa fresca de Brassavola tuberculata Hook. em fungdo das
concentragdes de meio MS. (A) massa fresca da planta; (B) porcentagem
de massa fresca da parte aérea; (C) porcentagem de massa fresca das
raizes. Dourados, UFGD, 2013.

4. CONCLUSAO

Plantas de Brassavola tuberculata Hook, apresentam maior crescimento

inicial quando cultivadas em meio MS com concentracdo variando entre 70 e 75%. A



utilizacdo do meio MS 50% é promissor quanto o objetivo for & multiplicacéo in vitro
de B. tuberculata.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo buscou-se o0 estabelecimento de protocolos eficientes e viaveis,
mediante o ajuste de métodos de cultivo in vitro, para a germinacéo, desenvolvimento e
crescimento inicial in vitro de Brassavola tuberculata. Os resultados observados nesse
trabalho demonstraram que:

A polinizacdo natural e a polinizacdo cruzada manual em plantas de
Brassavola tuberculata produzem sementes que germinam in vitro, enquanto na
autopolinizacdo manual as sementes ndo germinam. O fornecimento de citocinina
exogena proporciona pouco efeito na germinacdo in vitro de B. tuberculata. As
sementes provenientes de frutos colhidos aos 210 dias ap6s a polinizagdo e cultivados
por periodo igual ou superior a 30 dias, promovem as melhores porcentagens de
germinacao.

Para sementes oriundas de polinizacdo natural e de polinizacdo cruzada
manual, o maior nimero de protocormos foi observado em frutos coletados aos 180
DAP e a maior %P1 foi observada em frutos coletados aos 150 DAP. A maior %P4 foi
observada em frutos coletados aos 150 DAP oriundos de polinizagédo natural e aos 210
DAP oriundos de polinizacao cruzada.

Os meios liquidos e sélidos favorecem a germinacdo de semente de B.
tuberculata, sendo o meio liquido mais adequado. Sementes de B. tuberculata
armazenadas por até 90 dias apresentam germinacdo acima de 70%, mantendo a
variabilidade das espécies.

Plantas de B. tuberculata, apresentam maior crescimento inicial quando
cultivadas em meio MS com concentracdo variando entre 70 e 75%. A utilizagcdo do
meio MS 50% é promissor quanto o objetivo for a multiplicacdo in vitro de B.

tuberculata.



