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MULTIPLICACAO IN VITRO DE ORQUIDEA Schomburgkia spp
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INTRODUCAO

As orquideas sdo plantas herbaceas perenes bastante diversificadas quanto ao tamanho, a forma
dos caules e folhas e a cor das flores. Espécies de orquideas sdo comercialmente cultivadas para
produgdo e venda em vaso ¢ de flores para arranjos ornamentais (TOMBOLATO; COSTA, 1998). A
Schomburgkia sp. ¢ uma espécie de orquidea epifita, encontrada em matas ciliar e atualmente ¢
considerada uma espécie ameagada de extingdo na regido Amazodnica. Com o passar dos anos, as
técnicas de cultivo in vitro tem sido uma alternativa importante e primordial para o resgate de espécies
ameacadas de extingdo e pela propagagdo de diversas espécies comerciais.

A germinagao de sementes de orquideas in vitro esta sendo realizada desde o século passado,
quando Knudson (1922) descreveu a germinagdo em meio de cultura asséptico. De acordo com Martini
et al. (2001), a semeadura assimbidtica de orquideas constitui técnica bastante relevante do ponto de
vista comercial e ecologico. As mudas produzidas por meio da multiplicagdo in vitro podem ser
utilizadas em programas de reintroduc@o de espécies nativas em areas de preservacao ambiental devido
a variabilidade genética gerada pelo explante.

Portanto a formulagdo do meio de cultura ideal é essencial para o explante, pois possibilita a
presenga dos constituintes necessarios (minerais, vitaminas, reguladores de crescimento etc.) para seu
desenvolvimento, podendo ser formulado com diferentes combinagdes, de acordo com os requerimentos
de cada espécie (FARIA et al., 2002). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar uma
concentracdo de BAP (6-benzilaminopurina) ideal e um meio de cultura eficiente para germinagdo das

sementes e crescimento inicial in vitro das plantulas de Schomburgkia sp.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos da Embrapa-RR. A capsula
de orquidea Shomburgkia sp, € proveniente do banco de germoplasma da Embrapa Roraima no periodo
de agosto de 2022. Apos a coleta da capsula, foi realizado a desinfestagdo em cadmara de fluxo laminar,

utilizando alcool 70% por 3 minutos e hipoclorito de sddio por 15 minutos. Posteriormente, as sementes
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foram inoculadas em meio de cultura Murashige e Skoog (MS), e 60 dias apds a germinacao (Figura 1),
quando as plantulas atingirem aproximadamente 0,5 cm de altura, foram selecionadas para instalagdo
do experimento.

Os tratamentos foram constituidos pela variagdo da composi¢do de dois meios de cultura:
Murashige e Skoog (MS) e meio de cultura Knudson (KC) combinados com diferentes concentragdes
de 6- benzilaminopurina (BAP) (0; 0,25; 0,5; 0,75 ¢ 1,0 mg L™"). Sendo constituidos de acordo com a
descrigdo a seguir: (T- meio MS na auséncia de BAP; T2 — meio MS + 0,25 mg L' de BAP; T3 — meio
MS + 0,5 mg L™ de BAP; T4 - meio MS + 0,75 mg L' de BAP; T5 — meio MS + 1,0 mg L' de BAP;
T6 — Meio KC na auséncia de BAP; T7— Meio KC + 0,25 mg L' de BAP; T8 — Meio KC + 0,5 mg L™
de BAP; T9 — Meio KC + 0,75 mg L' de BAP e T10 — Meio KC + 1,0 mg L"'de BAP. Todos os
tratamentos foram suplementados com 500 mg L' de carvio ativado, 7 g L' de 4gar, 30 g L' de
sacarose, 100 mg L' de mio-inositol. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 e, em seguida,
submetido a esteriliza¢do em autoclave, a 120°C, durante 20 minutos.

Ap6s inoculagdo, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+
2°C e fotoperiodo de 16 horas por 30 dias. Apds os 30 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes
variaveis: namero de brotos, o comprimento do maior broto (cm), nimero de raiz, comprimento da
maior raiz (cm) e massa fresca das plantulas (g). Nao foi avaliada a massa seca em virtude de ser uma
espécie de interesse para continuidade das pesquisas e por ter uma quantidade limitada de explantes in
vitro. Portanto, serdo instalados novos experimentos, visando obter maior nimero de mudas de
Shomburgkia sp.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial duplo,
constituido por duas composi¢des de meio de cultura (MS e KC) combinados a cinco concentragdes de
BAP (0; 0,25; 0,5; 0,75 ¢ 1,0 mg L™"). Cada tratamento foi constituido de cinco repeti¢des, contendo 5
explantes cada, totalizando 25 explantes por tratamento. Os dados obtidos foram analisados por meio

do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia, houve diferencas significativas entre os meios de cultura
e as concentragdes testadas, para as variaveis comprimento de brotos, comprimento do sistema radicular
e porcentagem de sobrevivéncia, ja para as variaveis nimero de brotos e nimero de raizes houve
diferengas somente para o fator meio de cultura.

A tabela 1 mostra o efeito do meio de cultura para as variaveis nimero de brotos e nimero de
raizes. Observou-se que para nimero de brotos as maiores média foram obtidas quando se utilizou o
meio de cultura MS, obtendo-se média de 0,86 brotos por explante. Resultado semelhante foi observado
para a variavel numero de raizes onde o meio MS apresentou maior média (1,02 cm), quando comparado

com meio KC (0,37 cm) (Tabela 1).
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TABELA 1 - Numero de brotos ¢ raizes de Shomburgkia sp. submetidos a diferentes meios de cultura.

Meio N. Brotos N. Raizes
KC 0,29 B 0,37 B
MS 0,86 A 1,02 A
CcV 24,78 46,02

*médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de tukey < 0,5%.

Analisando o efeito dos meios de cultura, foi constatado que o meio MS se diferenciou
relativamente do meio de cultura KC. Obtendo assim melhor desenvolvimento dos explantes durante
todo o periodo analisado. O meio de cultura Knudson KC ¢é o mais utilizado para a semeadura, pois ¢
composto por baixo conteudo de sais, com aproximadamente %4 da concentragdo de ions de nitrato e
amonio do meio de cultura MS, que, por sua vez, é conhecido como um meio com alto contetido de sais
(RIBEIRO et al., 2002). Provavelmente a espécie € mais exigente em nutrientes e apresentou resultados
superiores quando utilizou-se o meio MS.

Quando avaliado o comprimento dos brotos (figura 1), observou-se que teve uma interacao entre
os meios de culturas e concentracdes. Sendo assim, para meio de cultura KC observou-se aumento no
comprimento de broto até a concentragdo de 0,5 mg L™ de BAP, a partir dessa concentragio houve efeito
inibitério no crescimento dos botos. J& para o meio de cultura MS houve leve decrescimento no
comprimento do broto nas concentragdes mais baixas, a partir da concentragdo de 0,75 mg L' maiores
foram as médias encontradas, sendo o maior comprimento observado na concentragdo de 1,0 mg L' de

BAP (1,10 cm).
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FIGURA 1 - Comprimento de brotos (cm) de Shomburgkia sp. em fungio de diferentes meios de cultura

e concentracdes de BAP

Os reguladores de crescimento sdo determinantes para o crescimento das plantulas e para que
haja um padrao de desenvolvimento (LONGO et al., 2016). Monfort et al. (2012) salientam que as
citocininas, quando utilizadas em cultivo in vitro, até determinada concentracao, estimulam a brotagao,
porém, concentragdes acima da 6tima propiciam efeitos desfavoraveis a inducao de brotos.

Para a variavel comprimento de raizes, observou-se comportamento semelhantes, para todas as
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concentracdes testadas, onde o meio de cultura MS observou comportamento linear ¢ a medida em que
se elevou a concentragdo de BAP maiores foram as médias observadas (0,2 cm) na concentragdo de 1,0
mg L' de BAP. J4 para o meio KC observou-se comportamento contrario, a medida em que se elevou

a concentragdo de BAP menores foram as médias observadas (figura 2).
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FIGURA 2 - Comprimento de raiz (cm) de Shomburgkia sp. em funcao de diferentes meios de cultura

e concentragoes de BAP

Navroski et al. (2014) salientam que concentra¢des elevadas de citocinina podem inibir ou
atrasar a formagao de raizes e, além de prejudicar o seu comprimento, podem anular os efeitos benéficos
das auxinas sobre a inducéo do sistema radicular.

Quanto a variavel porcentagem de sobrevivéncia observou-se comportamento semelhante para
os dois meios de cultura testados, onde as médias foram acima de 90% para todos os tratamentos e assim
como nas demais varaveis de concentragio de 1,0 mg L' de BAP em meio MS apresentou 100% de

sobrevivéncia (figura 3).
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FIGURA 3 - média de sobrevivéncia (%) das plantulas de Shomburgkia sp, cultivadas in vitro, em

funcdo das concentracdes de BAP nos diferentes tipos de meio de cultura

CONCLUSAO
O meio de cultura MS ¢é o mais indicado para a multiplica¢ao de Shomburgkia sp,.

A combinagdo do meio de cultura Murashige e Skoog (MS) com concentracdo de 1,0 mg L' de
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6- benzilaminopurina (BAP), é o mais adequado na multiplicagdo in vitro de Shomburgkia sp,
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