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INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as ornamentais mais procuradas em todo o mundo devido a
exuberancia e diversidade de tamanhos e cores de suas flores. O comércio tem crescido muito
nos ultimos anos e é abastecido, muitas vezes, por praticas extrativistas, retirada desordenada
de orquideas silvestres do seu ambiente natural, expondo algumas espécies a extincdo
(ALTAFIN et al, 2007). As técnicas de cultura in vitro sdo uma alternativa vidvel para a
producdo massal e sdo indicadas para acelerar e aperfeigoar o0 processo produtivo reduzindo
os impactos as populagdes naturais (FARIAS et al., 2012). A cultura de tecidos vegetais é
apontada como uma alternativa tanto para a multiplicacdo como para a conservagdo de
espécies nativas. As principais vantagens da técnica sdo as altas taxas de multiplicacdo
comparadas com técnicas tradicionais, eliminacdo de doencas, qualidade fitosanitaria e
conservacao de germoplasma (SOUZA et al., 2000).

A organogénese indireta € uma das ferramentas da cultura de tecidos, nela o tecido utilizado
deve ser submetido a desdiferenciacdo celular, formando uma estrutura denominada calo, para
posteriormente haver a formacdo do primérdio caulinar e ou radicular (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). A via indireta de regeneracdo tem como vantagens a producdo de um
grande numero de plantas a partir de um Unico explante além da possibilidade de gerar
individuos geneticamente diferentes da planta méde aumentando assim a variabilidade genética
da espécie propagada.

Cyrtopodium aliciae € uma orquidea com poucos registros na literatura sendo estes
concentrados em sua morfologia. E uma erva rupicola com inflorescéncia racemosa sendo
reconhecida pela coloracdo branca com maéculas purpureas e forma de seus segmentos florais
de margens onduladas (AZEVEDO & VAN DEN BERG, 2007). C. aliciae é uma espécie
endémica do Brasil, ocorrendo na Chapada Diamantina com significativo potencial
econémico e exploragdo exclusivamente extrativista, o que tem reduzido suas populacées
naturais.

Assim, este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de micropropagacgdo in
vitrode Cyrtopodium aliciae, a partir do protocormo e diferentes concentracGes de BAP para a
obtenc&o de brotos pela via organogénica indireta.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais na Unidade
Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

Foi utilizado como explante o protocormo oriundo de plantas germinadas in vitro. O explante
foi inoculado em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio de cultura MS com metade da
concentracdo salina (MS/2) gelificado com 7g/I de agar, suplementado com 15g/l de sacarose,
19/1 de carvéo ativo e cinco concentracfes dea citocinina BAP (0; 2,22; 4,44; 6,66 e 8,88uM).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticdes e quatro tubos
por repeticdo (um explante por tubo) totalizando 5 tratamentos.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 = 0,1 e autoclavados a 120°C a 1 atm, por 15 minutos. Os
frascos contendo as sementes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
25+3°C, fotoperiodo de 16h e radiagdo fotossintética ativa de 60 pmol.m‘z.s'l'

Aos 90 dias de inoculacdo, foram avaliadas as variaveis: percentual de explantes que originou
brotos, nimero de brotos por explante, comprimento médio dos brotos, explantes com calo,
namero de raizes por explante, comprimento médio das raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado a formacédo de calo em todos os tratamento. No entanto, o regulador vegetal
utilizadas ndo influenciou a multiplicagédo de C. aliciae, ndo sendo observados diferencas
significativas pelo teste de Tukey a 5% entre o controle e os tratamentos utilizando BAP.

O percentual de explantes com broto teve uma média 83 a 95% de regeneracdo de brotos,
estes tiveram uma média de 2,87 a 5,97 brotos por explantes com comprimento médio de 1,21
a 1,40 cm de altura. O percentual de explantes com calo no momento da avaliagdo foi de 37 a
60%, indicando que ainda havia intensa divisdo celular, um potencial ainda maior para a
producdo de brotos. O nimero de protocormos em formacéo é outro indicador do potencial de
formacéo de brotos tendo média de 5,45 a 14,0 portocormos por explante. Os brotos formados
apresentavam, em sua maioria, raizes, indicando a formacdo de brotos completos, fato que
facilita a etapa futura de aclimatizacao.

Tabela 1. Média das varidveis avaliadas na multiplicacdo de C. aliciae obtidos a partir
protocormo, cultivados em meios de cultura MS/2 e suplementados com BAP.

BAP (uM)
0,00 2,22 4,44 6,66 8,88
% explantes com brotos (%)
83 95 87 95 90
namero de brotos por explante
2,87 3,68 5,97 4,00 3,90
comprimento médio dos brotos (cm)
1,32 1,38 1,21 1,28 1,40
explantes com calo (%)
48 37 63 60 45
numero de protocormos por explante
7,53 7,87 14,0 5,45 6,77
numero de raizes por explante
3,20 3,18 5,00 2,65 2,98
comprimento médio das raizes (cm)
1,34 1,46 0,66 1,23 1,83

*Meédias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em 5% de probabilidade de erro.



Barabé et al. (1993) propdem um modelo no qual um dnico protocormo possuia muitos
epiblastos ou centros regenerativados, cada um capaz de produzir uma planta. Martini et al.
(2001) confirmam esse modelo a partir da andlise histologica dos calos oriundos dos
protocormos. Os pontos de diferenciagdo observados nos cortes histoldgicos referenciavam-se
ao meristema apical e aos primordios foliares.

Sdo poucos os trabalhos de multiplicacdo em Orchidaceae, e a utilizacdo do explante
protocormo é pouco usual. Segundo Sherlock (2009), o protocormo de Encyclia alboxanthina
ndo apresentou capacidade organogénica apos 90 dias em nenhuma das condicGes de cultura
testadas. Martini et al. (2001), trabalhando com Gongora quinquenervis, observaram que a
presenca de BAP ao meio de cultura diminuia a formacdo de calos e a rizogénese dos
protocormos, sendo encontrado maiores brotacdes por via indireta a partir do meio na
auséncia do regulador de crescimento.

Um dos resultados da organogénese indireta € a possibilidade da obtencdo de variacéo
somaclonal, que aumenta a varia¢do genética, sendo que esta é dependente da espécie vegetal.
Essa, ainda que indesejada na propagacdo clonal, pode ser amplamente utilizada em
programas de melhoramento, gerando novas cultivares de plantas (AMIRATO, 1986). As
variaces somaclonais tém origem em alteracbes na ploidia da célula e/ou variacGes
epigenéticas, como mutagfes, rearranjos cromossdémicos, transposons, metilagdo de DNA,
entre outros (NEUMANN et al., 2009).

CONCLUSOES
A multiplicacdo pela via indireta de C. aliciae pode ser feita na auséncia de reguladores de
crescimento com a utilizacdo do explante protocormo.
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