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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais favorece o crescimento de uma nova planta fora do seu
ambiente natural. Esta técnica vem sendo empregada para a producdo e
multiplicacdo de plantas em curto prazo. O objetivo deste trabalho foi comparar o
desenvolvimento de uma espécie de orquidea sob diferentes concentracbes de
reguladores de crescimento do grupo auxinas. O material vegetal consistiu de
plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum submetidas a sete tratamentos de acido
naftaleno acético (ANA) e acido indol butirico (AIB) nas concentragfes de 0; 1,0; 2,0;
e 4,0 mg.L™" respectivamente. Apés 60 dias foram avaliados o nimero de folhas,
namero de raizes, niumero de brotos, comprimento da maior raiz e altura das
plantas. Os resultados indicaram que a adicdo de reguladores de crescimento
(auxinas) ao meio de cultura teve efeito especifico sobre cada variavel coletada,
agindo de forma diferenciada na organogénese. Os melhores resultados sugerem
que concentra¢cdes moderadas das auxinas testadas aumentam o numero de raizes
e brotos.

PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecidos, reguladores de crescimento, orquideas.

EFFECT OF AUXINS NAPHTHALENE ACETIC ACID AND INDOL EBUTYRIC
ACID ON IN VITRO DEVELOPMENT OF Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f.
(ORCHIDACEAE) SEEDLINGS

ABSTRACT
Plant tissue culture favors the growth of a new plant out of its natural environment.
This technique has been used for massive and fast plant multiplication. The aim of
this study was to compare the development of an orchid species under different
concentrations of auxins as growth regulators. The plant material consisted of
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Cyrtopodium saintlegerianum seedlings subjected to seven treatments of
naphthalene acetic acid (NAA) and indole butyric acid (IBA) at concentrations of O,
1.0, 2.0, and 4.0 mg.L™, respectively. After 60 days were evaluated the number of
leaves, roots and shoots; roots length and plant height. The results indicate that the
addition of plant growth regulators (auxins) to the culture medium had specific effect
on each variable collected by acting differentially on organogenesis. The best results
suggest that moderate auxin concentrations increase the number of roots and
shoots.

KEYWORDS: Plant tissue culture, growth regulators, orchids.

INTRODUCAO

Inimeras espécies da familia Orchidaceae destacam-se na producdo de
plantas ornamentais devido a grande exuberancia de suas flores e do potencial
econdémico envolvido (SEBRAE, 2010). Esta familia € uma das mais diversas entre
as angiospermas com aproximadamente 35.000 espécies (DRESSLER, 1993;
CROIX, 2008). No Brasil, em recente publicacéo, foram identificadas 2440 espécies
com 1630 endémicas, distribuidas em todos os dominios fitogeograficos (BARROS
et al., 2013).

O género Cyrtopodium agrupa 50 espécies que possuem habito terrestre,
epifito ou rupicola. Sdo encontradas em toda a América tropical e subtropical
(ROMERO-GONZALEZ et al., 2008). Porém, a maior diversidade de espécies deste
género encontra-se no Cerrado brasileiro (BATISTA & BIANCHETTI, 2005) no qual ja
foram identificadas 32 espécies (BARROS et al., 2013).

Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f. € uma espécie epifita, geralmente
encontrada em troncos de palmeiras, tipica da regido Centro-Oeste. Possui grandes
pseudobulbos, recobertos por bainhas firmemente aderidas. Sua floracdo ocorre no
terceiro trimestre do ano, apresentando flores amarelas com manchas de varios tons
de marrom e vermelho. A inflorescéncia é paniculada, vistosa e ramificada, bastante
ornamental (MENEZES, 2000), tornando-se de interesse para programas de
domesticacdo e melhoramento vegetal, além de colecionadores de orquideas,
mesmo em sua forma selvagem.

A cultura de tecidos vegetais € um conjunto de técnicas utilizadas,
principalmente, para a producdo de plantas em larga escala, permitindo multiplicar
genotipos superiores isentos de virus e outros patdbgenos em curto espaco de tempo
(SOUZA et al., 2006). Nestas técnicas, partes da planta (células, tecidos ou 6rgaos),
chamadas de explantes s&o isolados e cultivados em condi¢cdes assépticas, em
meio nutritivo artificial, com temperatura, fotoperiodo e umidade controlados
(FERREIRA et al., 1998; PASQUAL, 2001; SOUZA et al., 2006; COSTA et al., 2009).
Estas técnicas possibilitam também pesquisar os diversos processos envolvidos na
germinacao, desenvolvimento e metabolismo das plantas (RIBAS et al., 2003).

O cultivo in vitro tem sido amplamente aplicado na propagacao de orquideas,
garantido a preservagdo de muitas espécies e atendendo a demanda do mercado
por esta familia de plantas considerada a mais apreciada pelo consumidor brasileiro
(SEBRAE, 2010).
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Para o desenvolvimento de protocolos de multiplicacéo in vitro de orquideas,
o conhecimento das fungbes dos reguladores de crescimento é de fundamental
importancia para sua devida utilizacdo. Sua concentracdo pode inibir, promover ou
modificar processos fisiologicos (KYTE & KLEYN, 2010).

Auxinas sdo substancias essenciais no cultivo de plantas. Promovem
modificacdes plasticas na parede celular vegetal durante o processo de divisdo
celular, permitindo a extensibilidade da célula. Podem também estimular varias
respostas fisioldégicas quando utilizadas na inducao de raizes, folhas, gemas axilares
ou apicais, embrides e calos (RODRIGUES & LEITE, 2004; CID, 2010; MERCIER,
2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro de plantulas da
espécie Cyrtopodium saintlegerianum submetidas a diferentes tratamentos e
concentracbes dos reguladores de crescimento acido naftaleno acético (ANA) e
acido indol butirico (AIB).

METODOLOGIA

O experimento teve como material inicial plantulas de C. saintlegerianum com
1,0 cm de altura, obtidas de germinagédo in vitro. Foi utilizado o meio de cultura
MURASHIGE & SKOOG, 1962 (MS) suplementado com diferentes concentracdes de
reguladores de crescimento totalizando sete tratamentos. Foram utilizadas trés
concentracdes de &cido naftaleno acético (ANA): 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L?; trés
concentracdes de &cido indol butirico (AIB): 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L” e o tratamento
(controle) sem adicéo de reguladores. A solidificagdo dos meios foi feita com 0,6 %
de agar e o pH ajustado para 5,7+0,1 antes da adicdo do agar. Foram distribuidos 20
mL de meio de cultura em tubos de ensaio e autoclavados a temperatura de 120<C,
por 20 minutos. O experimento foi mantido em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas de luz, intensidade luminosa de 35 pmol m? s e temperatura de 24C +
2C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado composto
por 20 tubos de ensaio para cada tratamento com duas plantulas em cada tubo,
totalizando 280 plantulas. Apds 60 dias, foram coletados dados biométricos do
namero de folhas, nimero de raizes, numero de brotos, comprimento da maior raiz e
altura das plantas. Os dados obtidos foram comparados por analise de variancia
ANOVA e Teste de Tukey (significancia 5%). As variaveis foram submetidas ao teste
de regressao polinomial com o efeito da concentragcdo dos reguladores de
crescimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs 60 dias de cultivo in vitro sob diferentes tratamentos foi observado que a
adicao de reguladores de crescimento ao meio de cultura MS teve efeito especifico
sobre cada variavel coletada, agindo de forma diferenciada na organogénese. As
concentracbes dos reguladores de crescimento utilizadas foram efetivas para
evidenciar e diferenciar os efeitos principais sobre as variaveis consideradas (Tabela
1).

Para o numero de folhas (NF) formadas o uso do ANA promoveu maior
numero de folhas como pode ser evidenciado na Figura 1A, mas para AlB teve efeito
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linear negativo (r°=0,94 Figura 1A). O tratamento T7 apresentou diferenca
significativa quanto ao efeito da concentracdo de AIB, inibindo drasticamente a
formacéao de folhas (Tabela 1).

A analise do comprimento da maior raiz (CMR) evidenciou o tratamento T1,
sem adicao de reguladores, como o melhor para esta variavel e o tratamento T7 com
o pior resultado (Tabela 1). Para a espécie C. saintlegerianum o alongamento das
raizes foi inibido pelas auxinas utilizadas, apresentando comportamento linear
negativo (Figura 1B).

Auxinas e citocininas sdao o0s principais hormoénios vegetais envolvidos na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento, principalmente nos processos que
determinam a arquitetura das raizes (BIELACH et al., 2012). Entretanto, para ocorrer
o alongamento das raizes, em geral sdo necessarios estimulos relacionadas a
disponibilidade de agua e nutrientes. PERES et al., (2009) demonstraram através de
experimentos controlando o potencial osmético do meio de cultura que a
concentracdo dos reguladores de crescimento acido abcisico (ABA) e acido indol 3-
acético (AlA) aumentam nos tecidos de Catasetum fimbriatum promovendo o
alongamento das raizes. Mostrando que o alongamento das raizes € determinado
ndo apenas pela presenca de uma auxina, mas devido a interagdo com o ambiente e
com outros hormdnios vegetais.

Para os varidveis numeros de brotos (NB), comprimento da maior raiz (CMR)
e altura da planta (AP) o efeito do tratamento T7 foi semelhante e estatisticamente
significativo a 5%, inibindo o desenvolvimento da planta (Tabela 1). Auxinas
sintéticas em altas concentracdes podem ter efeitos fitotoxicos, e sdo também
utilizadas como herbicidas em plantagdes de gramineas, atuando na eliminacdo de
pragas dicotiledéneas (MERCIER, 2012).

TABELA 1. Média das variaveis: numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR),
numero de brotos (NB), comprimento da maior raiz (CMR), e altura da
planta (AP) nos diferentes tratamentos apdés 60 dias de cultivo de
plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum in vitro.

Tratamentos NF NR NB CMR (cm) AP (cm)
T1: MS 4,40ab 3,47b 044c 412a 2,77 a
T2: MS +ANA1,0 mg.L* 6,30a 5,87a 0,92abc 2,53b 2,36 ab

T3:MS +ANA2,0 mgL* 6,05a 6,92a 0,70bc 2,24 bc 2,64 a

T4: MS +ANA4,0 mg.L? 3,75b 495ab 150ab 1,72c 2,8la

T5:MS +AIB1,0 mgL* 4,20ab 6,10a 1,56 a 2,57b 2,28 ab

T6:MS +AIB2,0 mgL* 357b 6,55a 1,00 abc 1,87 bc 1,71 b

T7: MS +AIB4,0 mg.L? 155c 1,17c 0,96abc 0,19d 0,50 ¢

Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (5%).
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Ambos reguladores promoveram o aumento do numero de raizes (NR) até a
concentracdo de 2 mg.L?, mas tornaram-se inibidores da mesma varidvel com
concentracdes acima de 4 mg.L™ (Figura 1). Auxinas tém reconhecidamente, efeito
positivo no inicio da formacdo de raizes a partir da diferenciacdo celular
(LASKOWSKI et al., 2008). Porém, conforme apresentado neste trabalho, para a
espécie C. saintlegerianum este efeito é dependente da concentracdo dos
reguladores no meio de cultura.

Auxinas podem ser utilizadas para diminuir as perdas na fase de
aclimatizacao das novas mudas recém retiradas do ambiente in vitro. SORACE et al.
(2007) concluiram que quatro aplicacdes semanais com solucdo de 200 mg.L™” de
acido naftaleno acético propiciou 0 maior numero de raizes durante a fase de
aclimatizacao de Oncidium baueri (Orchidaceae) o que favoreceu a maior absorgéo
de agua e nutrientes e, consequentemente, promoveu 0 maior desenvolvimento
vegetativo.

Para a maioria das variaveis analisadas em C. saintlegerianum o AIB teve
efeito negativo utilizado na concentracédo acima de 2 mg.L™* (Figura 1 A, B e E).
Contudo, ANA foi menos inibidor no desenvolvimento quando comparado ao AlB
(Figura 1 A, B e E).

O AIB foi favoravel apenas para a inducao de numero de raizes e nimero de
brotos (Figura 1C e 1D) até a concentracdo maxima de 2 mg.L™ (Figura 1C), ndo
sendo favoravel a utilizacdo deste regulador em concentragdes acima deste limite
para C. sainttlegerianum. No entanto, SALISBURY & ROSS (2006) ressaltaram que
0 AIB € usado para induzir a formacgéo de raizes com mais frequéncia que o ANA ou
outra auxina. Pois, o0 AIB é rapidamente metabolizado especialmente nas fases finais
da formagé&o da raiz. Assim, outros trabalhos tiveram efeito significativo utilizando o
AIB na inducdo de raizes em Cymbidium faberi (Orchidaceae) nas concentracdes
0,5 e 1,0 mg.L* (TAO et al., 2011). E comparativamente AIB foi melhor que ANA
tanto na resposta percentual e numero médio de raizes em Rhynchostylis retusa
(Orchidaceae) com média de 4,5 raizes por brotos (THOMAS & MICHAEL, 2007).

Além do desenvolvimento de raizes, as auxinas tem sido relacionadas a
varios outros processos de desenvolvimento vegetal, como o desenvolvimento inicial
de brotos (MULLER & LEYSER, 2011), desenvolvimento do tecido meristematico
(SU et al., 2011) e o controle do metabolismo vegetal (PERNISOVA et al., 2011).

Segundo RAHMAN (2013) as auxinas desempenham papel central e interage
com varios hormonios na regulacdo, crescimento e desenvolvimento das plantas.
Um conjunto de horménios que tem interacdo classica e complexa é a
auxina/etileno. As interacdes entre estes dois hormoénios podem ser sinérgicas ou
antagbnicas na regulacdo de varios processos de desenvolvimento, tais como a
formacdo e alongamento apical e radicular aléem do desenvolvimento de raizes
laterais e abscisao foliar (MUDAY et al., 2012). Além do etileno, o acido abscisico e a
auxina interagem na regulacdo e desenvolvimento de raizes laterais (SHKOLNIK-
INBAR & BAR-ZVI, 2010) e formac¢éo do eixo embrionéario (BELIN et al., 2009).

Foram descobertos genes que controlam o equilibrio na producéo e atividade
de auxinas e citocininas. Estes genes tém sido estudados para plantas modelo,
principalmente para a compreensdo dos processos de organogénese das raizes
(FUKAKI, & TASAKA, 2009). Entretanto, os mecanismos que explicam a interacao
entre 0s horménios e 0 processo de organogénese de raizes continuam
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desconhecidos (BIELACH et al., 2012).
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FIGURA 1. Andlise de regresséo polinomial das variaveis: niumero de folhas (A),
comprimento da maior raiz (B), niumero de raizes (C), nUmero de
brotos (D), altura da planta (E), de plantulas de Cyrtopodium
saintlegerianum cultivadas in vitro e submetidas ao efeito de
diferentes concentracdes de acido naftaleno acético (ANA) ou acido

indol butirico (AIB).
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CONCLUSOES

Concentracdes de 2 mg.L™ de AIB ou ANA aumentam o nimero de raizes e
brotos de plantulas de Cyrtopodium saintlegerianum cultivadas in vitro. Acima desta
concentragdo, estas auxinas ndo favorecem estas variaveis e também séo
prejudiciais para o comprimento das raizes e para a altura de novos brotos.
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