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RESUMO

Orquideas sdo plantas muito procuradas em fun¢do da beleza e diversidade, de cores e formatos, de suas flores. Visando obter
uniformidade, vigor e sanidade das mudas bem como produzir grandes quantidades para a comercializacdo usa-se a propagagao
in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar a geminagdo e o desenvolvimento in vitro de Cyrtopodium saintlegerianum para
aclimatagdo. Os meios MS, MS%, Knudson C modificado e Simplificado foram testados na germinagdo das sementes. No
desenvolvimento das plantulas foram avaliados os meios Knudson C modificado, MS ¢ MS modificado (adi¢do de auxina e
citocinina). Os meios MS, MS": e Knudson C modificado promoveram germinac@o acima de 80% apos sete dias. Contudo, no meio
Simplificado as sementes germinaram apos trinta dias. Nas duas avaliagdes, trinta e sessenta dias apds o inicio do experimento,
o meio Knudson C modificado foi eficiente para as variaveis observadas demonstrando seu potencial uso na germinagdo e
desenvolvimento dessa espécie.

Palavras-chave: Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f., Orchidaceae, meios de cultivo, reguladores de crescimento.

ABSTRACT
In vitro germination and development of the Cerrado epiphytic orchid

Orchids are very popular plants due to the beauty and diversity, of colors and shapes, of their flowers. In order to obtain uniformity,
vigor and sanity of the seedlings as well as to produce large quantities for the commercialization is used the in vitro propagation.
The objective of this study was to evaluate the germination and in vitro development of Cyrtopodium saintlegerianum for
acclimatization. The MS, MS',, Knudson C modified and Simplified media were tested on seed germination. In the development
of the seedlings were evaluated Knudson C modified, MS and MS modified (addition of auxin and cytokinin). The MS, MS%
and Knudson C modified media promoted germination above 80% after seven days. However, in the Simplified medium the
seeds germinate after thirty days. In the two evaluations, thirty and sixty days after the beginning of the experiment, the Knudson
C modified medium was efficient for the observed variables demonstrating their potential use in germination and development
of this species.
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1. INTRODUCAO Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f. ¢ uma orquidea com
pseudobulbos alongados ¢ flores amarelas com manchas
A familia Orchidaceae ¢ uma das mais diversas e marrons. Pode ser encontrada como epifita nos estados de

representativas do Cerrado (BATISTA et al., 2005). Das
cinquenta espécies do género Cyrtopodium Rchb. que sdo
registradas no Continente Americano cerca de trinta, dentre
terrestres e epifitas, ocorrem no Cerrado (BATISTA e
BIANCHETTI, 2006; ROMERO-GONZALES et al., 2008).

Goias (Figura 1A), Mato Grosso, Distrito Federal, Minas
Gerais e Sdo Paulo (ROMERO-GONZALES et al., 2008;
FERREIRA et al., 2010a); ou como terrestre em areas mistas
de mata e savana nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo
e Mato Grosso (BARROS et al., 2011; ZAPPI et al., 2015).
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Figura 1. Aspecto geral da flor de Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f. epifita em area de Cerrado no estado de Goias
(A). Desenvolvimento de plantulas cultivadas em meio Knudson C modificado (B), em meio MS (C) e em meio MS
modificado (D). (Barras: 1 cm). (Figuras: Sousa, K. C. I. e Silva, C. S.).

Figure 1. General aspect of Cyrtopodium saintlegerianum Rchb. f. flower epiphyte in Cerrado area, state of Goidas (4).

Development of plantlets in Knudson C modified medium (B), and MS medium (C) and MS modified medium (D). (Bars:
1 c¢m). (Figures: Sousa, K. C. I. and Silva, C. S.).

O cultivo in vitro de orquideas em meios nutritivos
possibilita rapidez ¢ uniformidade na obtengdo de
plantulas, enquanto que na natureza a taxa de germinagao
de sementes ¢ baixa e o desenvolvimento das plantulas
¢ lento (ARDITTI e KRIKORIAN, 1996; STEWART
e KANE, 2006). Além disso, em habitat natural as
orquideas necessitam de associagdes micorrizicas para a
obtengdo de nutrientes tanto na germinacdo de sementes
bem como na fase adulta (DEARNALEY et al., 2012).
No cultivo in vitro de orquideas os meios mais utilizados
sdo o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e o Knudson
(KNUDSON, 1922). Os constituintes ¢ as quantidades
de um meio de cultura sdo otimizados de acordo com as
necessidades nutricionais das plantas. Como exemplo, o
meio Knudson C que foi modificado visando o cultivo de
orquideas (ARDITTI, 1977). Em outros estudos também
¢ observada a modificagdo nos meios ou por adigdo de
hormonios comerciais ou por uso de polpas de frutas
(BHADRA e HOSSAIN, 2003; PORNPIENPAKDEE et
al., 2010; FAVETTA et al., 2014).
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Meio Knudson C suplementado com 6-benzilaminopurina
(BAP), acido a-naftalenoacético (ANA) e acido giberélico
(GA,) para induzir brotagdes em protocormos de C.
saintlegerianum foi testado. Observou-se que relagdo
auxina-citocinina tem influéncia no aumento do nimero
de brotagdes, mas que o uso de GA, pode interferir
negativamente na aclimatacdo e reintroducdo de plantulas
(RODRIGUES et al., 2015). Diante o exposto, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a germinagdo de sementes e 0
rapido desenvolvimento de plantulas de C. saintlegerianum
em diferentes meios (in vitro) visando cultivo sustentavel.

2. MATERIAL E METODOS

Foram usadas sementes de uma capsula de Cyrtopodium
saintlegerianum com dez meses de maturacdo apos
fecundag@o cruzada em habitat natural. Na germinagdo
os meios testados foram MS normal, MS com metade
de macronutrientes (MS '2); Knudson C modificado por
Arditti (1977) e meio Simplificado (Agua de coco verde,
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Banana nanica ¢ Adubo Foliar — Peter’s® NPK 20-20-
20). Todos os meios foram acrescidos com 30 g L' de
sacarose ¢ 7 g L' de agar. O pH dos meios foi ajustado
para 5,7+0,1 antes da adigdo do agar. Cada tratamento
contendo 20 frascos com 30 mL de meio de culturae 1 g
de sementes. Os frascos foram mantidos sob temperatura
de 24+2 °C com 2700 lux de luminosidade e fotoperiodo
de 16 h. A cada sete dias foram avaliados os estadios
de germinagdo ¢ o desenvolvimento dos protocormos de
acordo com a escala de notas de 0 a 5, a saber: 0 - embrido
intacto; 1 - embrido intumescido e presenca de rizoides
(germinagdo); 2 - rompimento do tegumento que envolve
o embrido; 3 - estabelecimento do protocormo e formagao
da protuberancia foliar; 4 - surgimento da primeira folha; e
5 - alongamento da primeira folha e surgimento da segunda
folha (STEWART e KANE, 2006).

Os protocormos (Estadio 5) provenientes da
germinagdo nos meios MS, MS": e Knudson C modificado
foram utilizadas no ensaio de desenvolvimento in vitro.
Foram testados trés meios: Knudson C modificado, MS
e MS modificado (com acrécimo de 4 mg L' de auxina e
1 mg L' de citocinina). A unidade experimental foi um
frasco de vidro de 150 mL, contendo 30 mL de meio e
seis plantulas com 0,5 cm de altura. Os frascos foram
acondicionados em sala de crescimento com temperatura
de24+2°Cefotoperiodode 16 hcomintensidade luminosa
de 1800 lux. O delineamento experimental usado foi
inteiramente casualizado (DIC) com trés tratamentos
e trinta repetigdes. Foram realizadas duas avaliagdes,
ap6s trinta e sessenta dias do inicio do experimento,
das seguintes variaveis: o nimero de folhas, a altura da
parte aérea (cm), o nimero de brotagdes e o tamanho
da maior raiz (cm). Usou-se paquimetro analdgico e as
medic¢des foram realizadas externamente, sem a retirada

das plantas dos frascos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey (5% de probabilidade) utilizando o Software R
versao 2.11.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds sete dias houve germinagdo de 80% (Estadio 2)
nos meios MS, MS % e Knudson C modificado. Nesses
meios também foi observada a formacdo de protocormos
(Estadio 3) quinze dias ap6s o inicio do teste. Porém, no
meio Simplificado observou-se o Estadio 2 somente trinta
dias apos a semeadura. Stewart ¢ Kane (2006) testaram a
germinagdo de Habenaria macroceratitis em diferentes
meios de cultivo e obtiveram formagao de protocormos apos
dezesseis dias nos meios MS normal e Knudson C. Por outro
lado, na germinagdo de Baptistonia pubes (Lindl.) Chiron
& V.P. Castro foram testados os meios MS, MS% e de
Formulagdo Alternativa (a base de banana) e observou-se que
o terceiro promoveu melhores porcentagens de germinago
em relag@o aos demais (FERREIRA et al., 2010b).

Apos trinta dias do inicio do ensaio observou-se o meio
Knudson C modificado diferiu estatisticamente dos demais
para o numero de folhas, altura de plantas e tamanho da
maior raiz. Entretanto, nao diferiu do meio MS modificado
para o nimero de brotagdes (Tabela 1). Apos dias sessenta
de cultivo, mesmo ndo diferindo estatisticamente do
meio MS modificado para duas caracteristicas avaliadas,
observou-se que o meio Knudson C foi o mais eficiente
em aumentar o nimero de folhas e brotagdes bem como
o tamanho da parte aérea (Figura 1B-D, Tabela 1). Apds
sessenta dias, as raizes cresceram ¢ se entrelagaram de
modo que nao foi possivel a avaliagdo do tamanho destas
em nenhum dos meios estudados (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia dos meios de cultura no niimero de folhas, na altura da parte aérea, no nimero de brotagdes e no

tamanho da maior raiz de Cyrtopodium saintlegerianum.

Table 1. Influence of culture media in the number of leaves, the shoot height, number of shoots and the size of the largest

root of Cvrtopodium saintlegerianum.

Meio N° de folhas

Altura da parte aérea

N° de brotagbes Tamanho da maior raiz

(cm) (cm)
Avaliagao apos trinta dias
Knudson C 4,30 a* 3,59 a 2,27 a 4,62 a
MS 233D 1,48 b 0,40 b 0,65b
MS modificado 2,33 b LL11b 220 a 0,53 b
Avaliagdo apos sessenta dias
Knudson C 2,76 a 6,23 a 1,86 a -
MS 1,91b 2,08 b 0,41 b -
MS modificado 2,16 ab 1,13 b 2,24 a -

*M¢édias seguidas pela mesma, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (nivel de significancia de 5%).
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Em estudos testando o meio Knudson C com 200% de
nutrientes com a adigdo de 2,5 mg L' de GA, observou-
se aumento no numero de folhas de Cattleya loggigesii.
Maior niimero de brotagdes foi observado quando usada
a quantidade normal (100%) dos sais de Knudson C. Para
o hibrido Hadrolaelia lobatta x Hadrolaelia purpurata
verificou-se que o dobro da concentragio (200%) aumentou
o nimero de folhas, mas o nimero de brotagdes foi maior
quando usada a metade da concentragdo (50%). Notou-se
que ndo houve influéncia do GA, no numero de brotos,
comprimento da parte aérea e na massa fresca das plantulas
do hibrido (SOARES et al., 2009). Testando a influéncia de
fitorreguladores de cultivo em uma espécie nativa (Laelia
crispata [Thunb.] Garay) e um hibrido [(Laeliacattleya
Culminant “Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda)
x Bassolaeliacattleya Startifire Moon Beach], notou-
se que a primeira apresentou maior numero de internds
na presenca de ANA ¢ na auséncia de BAP, e o segundo
apresentou maior numero de internos quando acrescido de
ANA (SOARES et al., 2010). Diferentes concentragdes
de auxinas no meio MS proporcionaram efeito positivo
no crescimento da parte aérea ¢ na formagdo de brotagdes
de Geodorum densiflorum (Lam.) Schltr. (BHADRA e
HOSSAIN, 2003).

O acréscimo de citocinina, em  diferentes
concentragdes, induziu brotagdes bem como promoveu o
desenvolvimento de plantulas de Dendrobium sp. hibrido
(PORNPIENPAKDEE et al., 2010). Meios suplementados
com BAP e ANA influenciaram positivamente no niimero
de brotagdes de C. saintlegerianum, mas a adigdo de GA,
ndo favoreceu na aclimatagao destas plantas (RODRIGUES
et al., 2015). No presente estudo, o meio MS acrescido de
fitorreguladores proporcionou maior nimero de brotagdes,
mas nao diferiu estatisticamente do meio Knudson C. O
meio Knudson C ¢ menos dispendioso em sua composicao,
seu preparo ¢ mais facil comparando-se aos demais
sendo, portanto, eficiente no desenvolvimento de C.
saintlegerianum. Estudos posteriores poderdo avaliar a
taxa de sobrevivéncia destas plantulas quando aclimatadas
em estufas ou jardins ou reintroduzidas em troncos de
palmeiras em areas de Cerrado.

4. CONCLUSAO

O meio Knudson C ¢ recomendado para o
desenvolvimento inicial de Cyrtopodium saintlegerianum
por proporcionar aumento na parte aérea, no nimero de
folhas e no nimero de brotagdes.
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