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Resumo: Bifrenaria tyrianthina é uma espécie
rupicola, ornamental e se encontra ameacada de
extincdo. O cultivo in vitro pode otimizar o
processo de multiplicacdo de plantas visando a
conservacdo desta espécie. Fitormbnios sdo
estudados para estimular o desenvolvimento de
orquideas que comparativamente a outras
plantas herbaceas apresentam crescimento
bastante lento. O objetivo foi de estudar o
crescimento in vitro de plantas de B. tyrianthina
submetidas a diferentes balancos de 4acido
naftalenoacético (ANA) e benzil-adenina (BA) nas
concentragcdes de 0,57uM e 2,28uM destes
fitormbnios. Apds 360 dias de cultivo in vitro,
parametros biométricos foram analisados. Os
resultados mostraram que o comprimento
caulinar foi maior no meio adicionado de 2,28uM
de ANA (5,8 cm) e o comprimento radicular no
meio acrescido de ANA (2,28uM)+BA(0,57uM)(10
cm). A maior quantidade de folhas foi observada
no meio de BA isoladamente (0,57uM) (7,57) e a
menor no controle (3,57). No que diz respeito a
quantidade de raizes, verificou-se maior média
(10) no meio acrescido de ANA (2,28uM)+BA
(0,57uM) e a menor (1,72) em ANA (0,57uM)+ BA
(2,28uM). A massa fresca caulinar ndo
apresentou diferenca significativa entre os meios
utilizados, contudo podemos observar um maior
acumulo de matéria fresca no meio adicionado
de 2,28uM de ANA (458,66 mg). J4 a massa fresca
radicular foi significativamente maior no meio
com ANA (2,28uM)+BA (0,57uM)(596,90 mg).
N3do houve diferenca significativa na massa seca
caulinar. No meio com ANA (2,28uM)+BA
(0,57uM)foi obtida a maior massa seca radicular
(168,89 mg). A adicao de diferentes
concentracoes de ANA e BA estimularam
diferencialmente o crescimento de caules e raizes
de B. tyrianthina, portanto para a promogao do
desenvolvimento deve-se utilizar um

determinado balanco hormonal para cada érgao
da planta.

Palavras-Chave: fitormdnios, meios nutritivos,
orquideas.

INTRODUGCAO

A familia Orchidaceae apresenta distribuicdo
cosmopolita, estando ausente apenas nos polos e
nas regibes desérticas. Podem ser terricolas,
epifitas, rupicolas, saxicolas ou micohetetréficas.
Compreende mais de 25.000 espécies em 800
géneros e, sendo considerada uma das maiores
familias de plantas do grupo das angiospermas
(Pinheiro et al. 2004). No Brasil, ha 236 géneros e
2.459 espécies, das quais 66% sdo endémicas
(Barros et al. 2014).

Bifrenaria tyrianthina é uma planta herbdcea,
sendo a Unica representante do género de habito
exclusivamente rupicola. Apresenta a maior flor
dentre os membros do género Bifrenaria. Ocorre
em Campos rupestres e vegetacOes abertas
especialmente nos campos rupestres das
parcelas mineira e baiana da Cadeia do Espinhaco
(Koehler & Amaral 2004). Segundo Simonelli &
Fraga (2007), a espécie foi considerada em perigo
(EN) em avaliacido de risco de extingdo
empreendida para o estado do Espirito Santo e
vulneravel (VU) em avaliagdo de risco de extingdo
empreendida para a flora do Estado de Sdo Paulo
(SMA-SP 2004).
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Figura 1. Aspecto geral das flores de Bifrenaria
tyrianthina (Orchidaceae). (Fotos: Suzuki, R.
M).

O cultivo in vitro possibilita o manuseio de
grande numero de individuos em espago
reduzido e sob condi¢des assépticas, promovem
a germinacdo de sementes, aceleram o
crescimento e o desenvolvimento de orquideas
(Suzuki & Ferreira 2007). A propagacdo de
orquideas é de extrema importancia para que
seja possivel viabilizar a sua multiplicagdo em
colegGes vivas e possibilitar tanto a reintroducdo
na natureza como também a conservagdo
daquelas espécies ameacadas de extingdo
(Ferreira & Suzuki 2008).

Auxinas e citocininas interagem em diferentes
vias que sdo fundamentais para o controle de
diferentes processos envolvidos no
desenvolvimento de plantas, particularmente no
crescimento de caules e raizes (Suzuki et al.
2010). A auxina conhecida como 4cido
naftalenoacético (ANA) e a citocinina
benziladenina (BA) constituem os fitormonios
(reguladores de crescimento) de ampla utilizacdo
tanto na estimula¢do do crescimento in vitro de
plantulas, quanto na clonagem e nos estudos de
organogénese, devido a sua alta estabilidade
(ndo degradagcdo durante o processo de
esterilizacdo em autoclave) e acessibilidade
devido ao baixo custo (Suzuki & Ferreira 2007).
Tendo em visto as consideragbes acima, o
presente trabalho teve como obijetivo, estudar o
crescimento in vitro de plantas de B. tyrianthina
submetidas a diferentes balancos de 4acido
naftalenoacético (ANA) e benzil-adenina (BA) nas
concentragcdes de 0,57uM e 2,28uM destes
fitormonios.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Cultivo in vitro do Nucleo de
Pesquisas - Orquidario do Estado, do Instituto de
Botanica (IBt), em S&o Paulo - SP.

Utilizou-se plantas de Bifrenaria tyrianthina
com 450 dias de cultivo in vitro apds a
germinacao, que foram transferidas e crescidas
em frascos de cultura de 400 mL contendo 80 mL
de meio cada um. As plantas apresentavam
comprimento e aspectos morfoldgicos
semelhantes e as raizes pré-existentes foram
extraidas para quantificar o numero de raizes
neoformadas estimuladas em cada tratamento.
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Os diferentes meios de cultura utilizados
foram (Knudson C, 1946) acrescidos de acido
naftalenoacético (ANA) com 0,57 e 2,28 uM; e
benziladenina (BA): 0,57 e 2,28 uM, adicionados
isoladamente; e os seguintes balancos de ANA
0,57 uM + (BA 0,57 ou BA 2,28 uM) e ANA 2,28
UM + (BA 0,57 ou 2,28 uM) em um total de 9
tratamentos, incluindo o controle (ausente de
hormonios). Estes foram mantidos em sala de
cultura com temperatura de 25+29C, fotoperiodo
de 12h e intensidade de luz de 30 umol.m™.s™. O
pH dos meios foi ajustado para 5,8+0,05 anterior
a adicdo de 0,4% de agar para a geleificacdo dos
meios de cultura e, em seguida, foram
esterilizados em autoclave a 120°C e 1,3 atm
durante 20 minutos. Cada tratamento consistiu
de 3 frascos contendo 15 plantulas.

Apds 360 dias de cultivo in vitro, parametros
biométricos como comprimento do caule e da
maior raiz, quantidade do nimero de folhas e
raizes bem como a massa fresca e seca dos caules
e raizes de sete plantas retiradas aleatoriamente
de cada frasco dos tratamentos, foram
analisados.

Andlise estatistica

Cada um dos parametros biométricos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
teste de Tukey com significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o comprimento caulinar foi
maior no meio adicionado de 2,28uM de ANA
(5,8 cm) e o comprimento radicular no meio
acrescido de ANA (2,28uM)+BA (0,57uM)(10
cm)(Figura 2 A).

O numero de folhas e raizes é apresentado na
figura 2 B. A maior quantidade de folhas foi
observada no meio de BA isoladamente (0,57uM)
(7,57) e a menor no controle (sem adigdo
hormonal) (3,57). Em relagdo a quantidade de
raiz, verificou-se uma maior média (10) no meio
acrescido de ANA (2,28uM)+BA (0,57uM) e a
menor (1,72) em ANA (0,57uM)+ BA (2,28uM).

A respeito dos efeitos de reguladores de
crescimento vegetal, especialmente com auxina
(ANA), sobre o desenvolvimento in vitro de
orquideas, poucos trabalhos foram publicados.
Alguns artigos cientificos relatam a regeneracdo
de plantas ou clonagem de dessas espécies
utilizando fragmentos de raizes. Em espécies de
plantas como Oncidium varicosum e Catasetum
fimbriatum, Kerbauy (1984 a,b), regenerou um
grande numero de plantas a partir de dapices
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radiculares. Entretanto, Tanaka et al. (1976)
obtiveram poucos protocormaides de
Phalaenopsis amabilis, a partir de fragmentos de
raizes de plantas cultivadas in vitro, sem adicdo
de auxinas.
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Figura 2. Efeitos de diferentes balangos de acido
naftalenoacético (ANA) e de benziladenina
(BA) adicionados ao meio de cultura de
Knudson C (1946) (concentracdo em uM), no
nimero de folhas e raizes (A) e no
comprimento médio de caules e média da
raiz maior (B) de B. tyrianthina apds 360 dias
de cultivo in vitro. Barras seguidas de letras
diferentes apresentam variagao significativa,
segundo teste de Tukey (P<0,05). (n=7).

Em Cyrtopodium glutiniferum, (Vogel &
Macedo 2010), obtiveram de plantas com maior
nuimero de raizes nos tratamentos acrescidos de
auxina, quando comparados com os tratamentos
contendo apenas citocinina.

Em nosso estudo, apenas o balanco de ANA
(2,28uM)+BA (0,57uM) promoveu maior nimero
de raizes neoformadas.

Segundo Casimiro et al.(2001), a formacdo de
raizes adventicias é estimulada pelo fluxo de
auxina, que é mobilizado pelas células do
periciclo, sendo responsavel pela inducdo do
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processo de divisdo e alongamento celular
radicular.

Sao apresentados a seguir os dados de massa
de matéria fresca e seca (Figura 3 A e B).
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naftalenoacético (ANA) e de benziladenina
(BA) adicionados ao meio de cultura de
Knudson C (1946) (concentracdo em uM),
sobre a massa de matéria fresca (A) e seca
(B) de caules e raizes de B. tyrianthina apds
360 dias de cultivo in vitro. Barras seguidas
de letras diferentes apresentam variacao
significativa, segundo teste de Tukey
(P<0,05). (n=7).

A massa fresca caulinar ndo apresentou
diferenca significativa entre os meios utilizados,
contudo observou-se matéria fresca no meio
adicionado de 2,28uM de ANA (458,66 mg).
Diferentemente, a massa fresca radicular foi
significativamente maior no meio com ANA
(2,28uM)+BA (0,57uM)(596,90 mg). Nao houve
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diferenca significativa na massa seca caulinar,
entretanto, a maior massa foi observada no meio
com ANA (2,28uM)+BA (0,57uM)(64,343 mg). De
modo semelhante, esse mesmo tratamento
induziu significativamente o acimulo de massa
seca radicular (168,89 mg) em relagdo aos demais
meios.

Esses resultados corroboram com a
informacdo de Kersten (1987) e Skoog & Miller
(1957), na qual, o balangco auxina/citocinina
promove o equilibrio para promoc¢do de um
desenvolvimento balanceado da planta, ou seja,
estimula o crescimento caulinar bem como o
radicular. Semelhatemente ao classico trabalho
de Skoog & Miller (1957) em Nicotiana, para B.
tyrianthina, quando a concentra¢do de citocinina
é maior que auxina ha promogio do
desenvolvimento caulinar e quando o balango é
deslocado para a auxina ha maior estimula¢do do
crescimento radicular.

Segundo Pino-Nunes (2009), a via de
desenvolvimento a ser tomada pelas células
iniciais das plantas pode ser determinada pela
sensibilidade destas a auxina, a concentracdo de
auxina ativa e as concentracdes relativas de
citocininas. Isso pode variar amplamente em
diferentes tecidos, em diferentes estadios de
desenvolvimento e gendtipos.

CONCLUSOES

A adicdo de balangos de ANA e BA utilizados
estimularam diferencialmente o crescimento de
caules e raizes. Deste modo, verificou-se em B.
tyrianthina a importancia da selecdo da
concentracdo do balango destes dois fitormoénios
para promoc¢do do desenvolvimento de
determinada parte da planta.
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