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Palavras-chave Resumo:
Brotos As orquideas do género Cattleya, de ocorréncia natural no Brasil, sdo
comercializadas como plantas ornamentais e contam com um mercado em continua
. expansdo. Visando atender a crescente demanda, sdo necessarios estudos para
Reguladores de crescimento aprimorar as técnicas de propagacdo in vitro, possibilitando a produgdo em larga
escala. O objetivo deste estudo foi de estabelecer os tipos e as concentracdes de
auxina e citocininas adequadas para o crescimento e indugdo de brotos em plantulas
de Cattleya forbesii cultivadas in vitro. Para tanto, plantulas com aproximadamente
1,0 cm foram inoculadas em meio de cultura Knudson C, com combinag¢des dialélicas
dos reguladores de crescimento IBA e KIN nas seguintes concentragdes: 0; 0,5; 1,0;
1,5¢2,0 mg - L), com adigdo de 6g/L de agar e p.H 5,4. Apo6s seis meses de cultivo
foi observado que a adi¢do de diferentes concentragdes de IBA e KIN ao meio de
cultura KC estimulou de forma diferencial e significativa a producdo de brotos, de
raizes e de folhas nas plantulas de Cattleya forbesii. O comprimento da raiz e da parte
acrea também foi estimulado por concentragdes diferentes de IBA e KIN. O niimero
maior de brotos (10,85) foi verificado nas plantulas mantidas no meio KC
suplementado com a combinagdo 1,5 mg - L™1 IBA x 1,0 mg - L™ KIN. A indugfio de
gemas apicais ocorreu no meio de cultura suplementado com propor¢des maiores de
IBA, ¢ a indugdo de raizes no meio suplementado com propor¢des maiores de KIN,
indicando que os apices caulinares desta espécie apresentam respostas ¢ competéncia
Artigo recebido em: 10.11.2014. diferenciadas para a organogénese em meio de cultura contendo reguladores de
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Cultivo in vitro

INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de maior valor comercial. No Brasil,
ja foram identificadas mais de 3.500 espécies de orquideas, porém, muitas destas estdo correndo risco de
extingdo, devido a destrui¢do de seu habitat e as coletas predatorias, principalmente com o objetivo da
comercializagdo destas plantas (COLOMBO et al., 2004). Para suprir a demanda comercial sem atingir
populacdes naturais, a germinagdo das sementes e a micropropagacdo in vitro tem sido apontada como
ferramentas para a produgdo em larga escala em curto espago de tempo, produzindo plantas de alta qualidade
fitossanitaria, independentemente da época do ano (SOARES et al., 2009).
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As sementes de orquideas se diferenciam da maioria das outras espécies por ndo possuirem reservas
nutritivas para promover a germinagao (RAMOS, 1969). A germinagdo de tais sementes, s6 ocorre depois de
instalada a simbiose com os fungos micorrizicos. Devido a esse fator Knudson (1946) desenvolveu meio de
cultura apropriado para a germinagdo de sementes de orquideas na auséncia de simbiose com fungos
micorrizicos. Embora diferentes meios de cultivo possam ser utilizados, o “KC”, formulado por Knudson
(1946), vem sendo o mais recomendado até o presente para a germinacdo da maioria das espécies de
orquideas.

O uso de reguladores de crescimento como auxinas ¢ citocininas também podem ser interessantes para o
crescimento ¢ multiplicagdo de mudas de orquideas cultivadas in vitro, as auxinas desempenham fungdes
importantes em quase todo o ciclo de vida da planta, como a divis@o e expansdo celular, desenvolvimento de
tecidos vasculares, € no processo de indugdo de raizes laterais, quando utilizadas em concentragdes
adequadas, nos tecidos ou células de cada espécie aptas a receberem estes estimulos (FRIML, 2003). As
auxinas sdo utilizadas em diferentes concentragdes, e as respostas estdo relacionadas com o 6rgdo vegetal e a
espécie; o excesso de auxinas pode provocar efeitos inibitorios ou deletérios para a planta (ORI, 20006).
Segundo Bhojwani & Razdan (1996), as auxinas sintéticas como o acido naftaleno acético (ANA) e o acido
indol 3-butirico (IBA) tém sido preferidas para utilizagdo em meio de cultura por serem mais estaveis do que
acido 3-indol acético (AIA) por exemplo; o autor ainda cita que para a multiplicagdo de brotos a sua

concentragdo varia de 0,1 a 1 mg - L™'. Na cultura de tecidos as citocininas sdo incorporados principalmente
para a divisdo e diferenciag@o celular de brotagdes, a partir de calos ¢ orgdos. Estes compostos também sdo
utilizados para a proliferagdo e liberagdo de gemas axilares de dominéncia apical, aumentando a divisdo
celular (BHOJWANI & RAZDAN, 1996).

De acordo com as consideragdes registradas por Soares et al. (2009), a composi¢do e a concentragdo de
reguladores de crescimento no meio de cultura sdo fatores que determinam o crescimento e¢ o padrdo de
desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Aradjo, Carneiro e Prabhu (1999) apontam
que diferentes espécies de orquideas podem se desenvolver de maneira distinta quando cultivadas no mesmo
meio de cultura, indicando que cada espécie tem uma concentracdo adequada de reguladores de crescimento
para a produgdo de protocérmios e crescimento in vitro.

Deste modo, no presente estudo o objetivo foi avaliar combinagdes de concentragdes diferentes da
auxina IBA e da citocinina N-(2-furanilmetil)-7H-purina-6-amina (KIN) para proporcionar um
desenvolvimento mais rapido e eficiente de plantulas de Cattleya forbesii. As espécies de Cattleya estdo
dentre as orquideas mais apreciadas por colecionadores e também mais comercializadas devido a beleza de
suas flores. Entretanto os investimentos na micropropagacao de espécies deste género sdo escassos (SILVA;
CALLEGARI; BODANESE, 2000; KRAPIEC; MILANEZE; MACHADO, 2003; DIGNART et al., 2009;
SOARES et al., 2009; PRIZAO et al., 2012) frente ao valor comercial e ao potencial promissor da técnica do
cultivo in vitro para diversas espécies de plantas. A expectativa foi de encontrar uma ou mais combinagoes de
IBA e KIN adequadas para promover maior crescimento de partes aéreas e raizes, e para induzir a formagao
de brotos, os quais podem ser usados para multiplicar o nimero de mudas propagadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos com as plantulas de C. forbesii foram realizados no Laboratorio de Cultura de
Orquideas do Museu Dindmico Interdisciplinar (Bloco O33) da Universidade Estadual de Maringa — PR, no
ano de 2010. As capsulas maduras de C. forbesii, proveniente de autofecundagdo, foram coletadas proximas
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a um rio na cidade de Maringa. As capsulas foram abertas para retirada das sementes, as quais foram
armazenadas em -20 °C durante, aproximadamente, seis meses. Para determinar a viabilidade das sementes
foi realizado o teste de tetrazolio, que se fundamenta na alteragdo da coloracdo dos tecidos da semente em
presenca de uma solugdo de sal de tetrazolio; este sal é reduzido pelas enzimas desidrogenases dos tecidos
vivos, resultando num composto denominado de formazan, de coloragdo vermelha-carmim, enquanto que os
tecidos mortos ou muito deteriorados nao apresentam coloracdo (FOGACA et al., 2006).

Para a germinacdo, as sementes foram embebidas em dgua destilada durante 24 horas, submersas em
hipoclorito de sddio comercial 15% por 15 minutos para fazer a assepsia das mesmas, ¢ lavadas 4 vezes com
agua destilada e esterilizada. Em seguida as sementes foram colocadas para germinar no meio de cultura.

O meio de cultura basico utilizado foi a formulacao “C” de Knudson (1946), modificado pela adigao de
20 g/L de sacarose, 6 g de agar (HIMEDIA, “Agar Agar, Type 1”), e 100 g/L de banana nanica (estagio de
maturagdo 7; OLIVEIRA-NETO, 2002). Os frascos com meio de cultura foram autoclavados durante 20
minutos em 1 atm de pressdo e 120 °C.

Apds a inoculagdo das sementes os frascos foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de
25 £ 3 °C, e com iluminacdo continua proporcionada por lampadas fluorescentes de 40 Watts.

Apds 10 meses, as plantulas crescidas das sementes germinadas (com a aproximadamente 1,0 cm e 2
folhas) foram transferidas para o meio de cultura “C” de Knudson suplementado com reguladores de
crescimento; foram usadas combinagdes dialélicas da auxina IBA e da citocinina KIN, nas concentragdes de

0,0;0,5;1,01,5¢2,0mg - L', de modo a obter 25 tratamentos. O pH do meio ajustado com KOH (1 N) ou
HCI (50%) para 5,2 + 0,1 antes da autoclavagem (20 minutos, com 1 atm e 120 °C). Em cada frasco foram
inoculadas 5 plantulas. Os experimentos foram feitos com 4 repeticdes para cada combinagdo de
auxina/citocinina testada.

Apbds a inoculag@o as réplicas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, e
com iluminagdo continua proporcionada por lampadas fluorescentes de 40 Watts, com intensidade luminosa
de 14,9 pmol m™ s,

Apds seis meses mantidas in vitro, as plantulas foram analisadas quanto ao nimero de folhas e raizes
formadas, comprimento das folhas e raizes, e o nimero de brotos induzidos por plantula. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado nas 4 repetigdes, € os dados foram analisados utilizando o
programa SAS (The SAS System Copyright 4 1999-2000 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA; System for
Windows V8). O teste de Tukey foi realizado em nivel de 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de diferentes concentragdes de IBA e KIN no meio cultura KC estimulou de forma diferencial
e significativa a produgdo de brotos, de raizes e de folhas em plantulas de C. forbesii (Tabela 1).
A multiplicagdo de brotos foi mais pronunciada nas plantulas inoculados em meio de cultura contendo

1,5 mg - L! de IBA, combinada com 0,5 ou 1,0 mg - L! de KIN; nas referidas combina¢des foram
observados 9,9 e 10,65 brotos respectivamente, mostrando que a utilizagdo de combinagdes especificas dos
reguladores de crescimento IBA e KIN e proporgdes maiores de IBA:KIN (3:1 e 2:1) foram importantes para
induzir a produgdo de mudas in vitro de C. forbesii (Tabela 2).
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Tabela 1 — Analise de variancia para as caracteristicas NB (nimero de brotos), NR
(numero de raizes), NF (niimero de folhas), CR (comprimento das raizes) e PA
(comprimento da parte aérea) das plantulas de Cattleya forbesii, cultivada em meio KC,

suplementados com combinag¢des dialélicas (0; 0,5; 1,0;1,5 € 2,0 mg - L'l) de IBA e KIN.

Fonte de variagao NB NR NF CR PA
Concentracao 100,21%* 44 47T7** 20,67** 5,52%* 1,15%*
Residuo 26,49 9,19 4,33 1,44 0,19
CV(%) 87,98 68,17 34,2 60,96 37,57

** Significante em nivel de 1% de probabilidade, pelo teste Tukey.

Tabela 2 — Teste de média para as variaveis NB (n° de brotos), NR (n° de raizes), NF (n° de folhas),
CR (comprimento das raizes), ¢ CF (comprimento de folhas), das plantulas de Cattleya forbesii, cultivadas
em meio KC suplementados com combinagdes dialélicas de IBA x KIN, apés 6 meses da inoculagio.

IBA x KIN NB NR NF ICR CF
0,0 x 0,0 3 5 abc 4  abed 5.1 cde 1,97 abe | cdef
0,0x 0,5 8,05 abe 5,3 abed 5,2 cde D,52 0,9 def

0,0 x 1,0 .7 2be .4 20 5,55 bede .48 2b 0,89 def
0,0x1,5 7,05 ab¢ 5,9 abed 4,8 de D15 2b 1,06 bedef
0,0 x 2,0 5,2 abe 4 652bcd 5 75bede b 43ab 0,85 °f
0,5x0,0 R,45 abe 5,2 abed 5,6 bede D,36 4 0,86 F

0,5 x 0,5 3.1 abe 5,7 abed 7,15 abed D 34 2b 1,32 abede
05x1,0 5,85 abe 6,7 2 5,4 cde D,17 20 1,34 abede
05x15 3,0 ° 3,253bcde g 452 1,87 2be 1,36 2b°
0,5x2,0 D,55 ¢ y 5 abede 1 ge D,23 b 1,19 abedef
1,0 x 0,0 7.1 abe 5 abed 5.1 cde R 2 0,08 cdef
1,0x0,5 6,3 3¢ 6,05 2b¢ 5,75 bede b 5 ab 1,25 abedef
1,0x 1,0 3,05 © 3,55 abode g 4 abede 1,72 2bc 1,552
1,0x 1,5 4.6 b° g5 2bcd |5 35 cde 1,59 b 1,4 e

1,0 x 2,0 4 45 be 4,9 abed 7,5 abe 1,51 ¢ 1,22 abedef
1,5x0,0 6,65 20° 5,052bcd |5 75bede b 45 ab 1,1 abodef
1,5x0,5 0.9 ab 4 4 abed 7 4 abc 1.8 abc 1,612
1,5x 1,0 10,652 3,2 abede 7 g5 ab 1,25b¢ 1,522
1,5x1,5 3,8 ¢ D,5 de 5,8 bede 1,71 abe 1,16 abedef
1,5x2,0 1 85 abc 4 7 abede 7.1 abed 1,91 abe ] 26 abedef
2,0x0,0 5,15 abc 5,2 abede 5,85 bede D 18 2b 192 def
2,0x05 B,25 ¢ 0,35 ¢ 5,9 bede 0,59 ¢ 1,48 abe
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IBA x KIN NB NR INF CR CF

2,0 X 1,0 5’4 abc 2’95 bede 7’15 abed 1,34 be 1,26 abcedef
20x1,5 4 5 be D 55 cde 6.0 abede 1.9 abc 1.19 abedef
2,0x2,0 B,15 ¢ D75 cde 5,5 bede 1,29 % 0,76 ©
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo Teste de
Tukey. Médias acompanhadas pela letra “a” apresentaram desempenho superior.

Concentragdes de IBA (0,5; 1,0; e 1,5 mg - L'l) na presenca ou auséncia de citocininas (6BA ou KIN)
também foram descritas como mais efetivas para induzir a brotagdo em plantulas de C. walkeriana (Krapiec
et al. 2003). Deste modo, as indicagdes sdo de a formagdo de gemas caulinares em C. forbesii e em C.
walkeriana foi estimulada por propor¢do maior de auxina, contrariando a proposi¢do e expectativa de que
proporg¢des maiores de citocininas atuam na divisdo e diferenciacdo celular, sobretudo na formagdo de gemas
caulinares em cultura de apices caulinares (KERBAUY, 2004).

Nos apices caulinares de C. forbesii, o IBA na auséncia de KIN ndo estimulou a formagdo de numero
maior de brotos, indicando a necessidade de suplementagdo do meio KC com combinagdes de IBA e KIN
para estimular a brotacdo, mas em C. walkeriana, Krapiec et al., (2003), descreveram o nimero maior de

brotos em concentragdes altas de IBA (1,5 mg - L) na auséncia de cinetina. Tais evidéncias, que contrariam
a proposi¢do de que propor¢des maiores citocininas em relacdo as propor¢des de auxinas estimulam a
formacgdo de gemas em apices caulinares cultivados in vitro, pode ser uma particularidade em espécies de
Cattleya, ou pode ser mais uma das caracteristicas marcantes da fisiologia particular de plantas epifitas, que
merece ser investigada futuramente. Exemplos de espécies epifitas que parecem possuir capacidade
biossintética de auxina e citocinina igualmente elevadas num unico 6rgao (raiz) foram descritas por Peres et
al., (1997).

Na Figura 1 ¢ possivel evidenciar que a adigdo de IBA na auséncia de KIN, ou a adi¢do de KIN na
auséncia de IBA, foram igualmente eficientes para promover o desenvolvimento das plantulas de C. forbesii,
porém ndo promoveu um maior desenvolvimento do que aquele observado nas plantulas cultivadas em meio

KC na auséncia de IBA e KIN. As combinagdes contendo concentragdes maiores do que 1,5 mg - L™! de IBA
ou KIN (2,0 mg - L) ndo foram mais eficientes para induzir a formagio de brotos nos apices caulinares,
indicando que concentra¢cdes maiores do que 1,5 mg - L' de IBA ou KIN sio dispensaveis para a

micropropagacio de C. forbesii. Combinagdes contendo 2,0 mg - L' de IBA ou KIN foram igualmente, ou
menos, eficientes para promover a indugdo e crescimento de raizes e partes aéreas (Tabela 2; Figura 1), e ndo

foi observado a formagio de calos usando a concentragdo mais alta de auxina (2,0 mg - L)
Enquanto as combinagdes de 1,5 mg - L' de IBAx 0,5 mg L' de KIN ou 1,5 mg - L' de IBAx 1,0

mg - L de KIN induziram a formagdo de apenas 1,44 e 1,72 brotos em plantulas de C. walkeriana
(KRAPIEC, MILANEZE & MACHADO, 2003), o numero de brotos encontrado em C. forbesii nas referidas
combinagdes foi cerca de sete vezes maior. Tais evidéncias reiteram os postulados de que cada espécie de
orquidea tem uma concentracdo mais adequada de reguladores de crescimento para estimular o seu
desenvolvimento in vitro. Espécies do mesmo género, a exemplo de C. forbesii e C. walkeriana, apresentam

requerimentos diferentes para a micropropagagao, salientando a necessidade e importancia de se investir em
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testes com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento para cada espécie de orquidea a ser
propagada in vitro.

Figura 1: Numero de brotos induzidos nas plantulas de Cattleya forbessi,
cultivadas em meio KC suplementados com combinagdes dialélicas de

0,0; 0,5; 1,0; e 1,5 mg - L' de IBA x KIN, apos 6 meses da inoculagdo.

12;
10 =
81 W 0.0mg/L IBA
] 0 0.5mg/L IBA
0 1.0mg/L IBA
4l O 1.5mg/L IBA
B 2.0mg/L IBA
2 4
0 -

Outras espécies de Carttleya tém sido propagadas in vitro usando preferencialmente tipos e
concentracdes diferentes de meios de cultura, ou concentragdes diferentes de sais, ou de suplementos
complexos, que ndo os reguladores de crescimento. Concentragdo dobrada dos reagentes do meio KC foi
testada para promover um crescimento maior em plantulas de C. loddigesii, mas a multiplicagdo foi mais
eficiente usando o meio KC na sua concentracao original (SOARES et al., 2009).

A adigdo de concentragdes de silicato de potassio no meio KC aumentou a produgéo de brotos em
plantulas de C. loddigesii (SOARES et al., 2011), enquanto a adi¢do de concentragdes baixas ou altas de

acido giberélico (GA;) ndo mostrou qualquer efeito para a indugdo de brotagdo nesta espécie de Cattleya
(SOARES et al., 2009). O GA, tem apresentado um efeito positivo apenas para aumentar o florescimento em

hibridos de Cattleya (CARDOSO, ONO, RODRIGUES, 2010). Concentragdes diferentes de sacarose e
condi¢bes de luminosidade também foram investigadas na micropropagacao de C. walkeriana (DIGNART et
al., 2009). Para a espécie C. bicolor, a adi¢do de grafite no meio KC foi eficiente para induzir a formacao de
brotos (PRIZAO et al., 2012).

A suplementac¢do do meio KC com as diferentes concentragdes de IBA e KIN, também estimulou de
forma diferencial e significativa a formagao de raizes e de folhas nas plantulas de C. forbesii, mas o aumento
no numero de raizes e folhas foi verificado em combinagdes de IBA ¢ KIN diferentes daquela que induziu o
numero maior de brotos (Tabelas 1 e 2). Enquanto o numero maior de brotos foi verificado nas propor¢des
2:1 e 3:1 de IBA:KIN, o nimero maior de raizes foi encontrado nas plantulas mantidas com 1:2 de IBA:KIN
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e o numero maior de folhas nas plantulas mantidas com 1:3 de IBA:KIN (Tabela 2). A formagdo de raizes em
C. forbesii foi estimulada por maior proporg¢do da citocinina KIN, contrariando a expectativa de que maiores
proporcdes de auxinas estimulam a inducdo de raizes em apices caulinares cultivados in vitro (KERBAUY,
2004), e indicando que os apices caulinares de C. forbesii devem ter caracteristicas metabolicas particulares
para a sintese de secus hormoénios endogenos. Estas sdo evidéncias do efeito diferencial de propor¢des de
auxinas:citocininas para o desenvolvimento de plantulas de C. forbesii in vitro, determinando uma
morfogénese diferencial e¢ anulando uma expectativa de encontrar uma determinada combinagdo de
auxina:citocinina que seja a mais adequada para o desenvolvimento global das plantulas, ou seja, uma
mesma combinagdo capaz de induzir o maior nimero de brotos, de raizes, e de folhas.

A suplementagdo de meios de cultura com reguladores de crescimento pode ser considerado como um
procedimento adequado e efetivo, porém, apresenta o inconveniente de induzir respostas morfogenéticas
diferenciais, que implicam em procedimentos praticos adicionais. Para a micropropagacdo da espécie C.
forbesii, por exemplo, inocular as plantulas em meio KC suplementado com IBA:KIN nas proporg¢des 2:1 ou
3:1 € uma pratica que conduz a inducédo de brotos, os quais apds serem induzidos podem ser transferidos para
o meio KC suplementado com IBA:KIN na propor¢do 1:2 para induzir a formagao de raizes, e numa terceira
etapa, os brotos enraizados podem ser transferidos para o meio KC suplementado com IBA:KIN na
propor¢do 3:1 para induzir o maior desenvolvimento das partes aéreas. As medidas do comprimento das
raizes e das folhas também evidenciaram que proporg¢des distintas de IBA:KIN sdo mais adequadas para o
maior crescimento destes tecidos (Tabela 2).

Somente as propor¢des de IBA:KIN que propiciaram o desenvolvimento do maior numero de raizes
permitiram também uma taxa de crescimento satisfatoria; o maior numero de raizes foi encontrado no meio

suplementado com 0,5 mg - L' IBA x 1,0 mg - L' KIN: 6,7 raizes em média por planta com um
comprimento de 2,18 cm por raiz (Figura 02), evidenciando que esta concentragdo proporciona nao so a
formacgdo mais também o desenvolvimento das raizes de C. forbesii (Tabela 2). Nas plantulas de C. forbesii a

formagdo de raizes foi estimulada na auséncia de IBA ou com 0,5 mg - L™! de IBA combinado com 1,0 mg

L de KIN, mas o crescimento destas foi maior na auséncia de IBA e com 0,5 ¢ 1,0 mg - L de KIN (2,50
cm), enquanto as raizes no controle tiveram um crescimento em média de 1,97 cm (Tabela 2). E possivel
verificar que a adi¢do de IBA em meio de cultura estimulou a indugdo de raizes, ¢ a indugéo e o crescimento
de folhas, mas parece ser dispensavel para crescimento das raizes. RODRIGUES (2009) observou que a
adi¢cdo de IBA em meio de cultura KC também estimulou a formacdo de raizes, mas foi dispenséavel para
crescimento destas e para o desenvolvimento de folhas em plantulas de C. bicolor e C. intermedia alba.

A micropropagagdo de orquideas Cattleya usando reguladores de crescimento pode ser considerada
estratégia interessante, mas que requer o desenvolvimento de protocolos especificos para os diferentes
genodtipos e de etapas adicionais de transferéncias para diferentes propor¢des de auxina:citocininas, para
promover o desenvolvimento completo ¢ eficiente das plantulas de determinada espécie, a exemplo de C.
forbesii.

Um efeito diferencial de gendtipos em resposta as propor¢des de auxina:citocininas pode ser
evidenciado mesmo dentro da espécie C. forbesii. Os valores altos dos coeficientes de variagdo (CV%)
indicados na Tabela 1 para os pardmetros analisados (NB, NR, NF, CR, e CF) devem ser reflexos da
variabilidade genética presente nesta espécie.
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Figura 2: pléntulas de Cattleya forbesii com média de 1cm (A); e apos o
crescimento em meio contendo 0,5 mg - L' IBA x 1,0 mg - L'! KIN.

A anadlise de segmentos aleatdrios de DNA amplificados por td-PCR (7ouchdown-Polymerase Chain
Reaction) mostrou um polimorfismo alto (89,19%) em plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro de
C. forbesii (KUHN, 2012). O valor maior estimado de identidade genética entre as plantulas de C. forbessi
foi I = 0,86 (NEI, 1972), e 95% das plantulas apresentaram valores de I < 0,85. De acordo com as
proposigoes de Thorpe & Solé-Cava (1984) valores de I < 0,85 sdo frequentemente encontrados entre
espécies geograficamente isoladas, em processo de especiagdo, ou entre espécies cogenéricas. Desta forma, ¢
possivel prever que se genotipos da mesma espécie respondem de forma diferencial a determinadas
propor¢des de auxina:citocininas, ¢ de se esperar que os genotipos de espécies diferentes de Cattleya requei-
ram tipos ou proporcdes de reguladores de crescimento diferentes para os seus desenvolvimentos in vitro.

A analise dos efeitos da adicdo de combinagdes de IBA e KIN no desenvolvimento de plantulas de C.
forbesii mostrou a importancia de testar combinagdes dialélicas de auxinas:citocininas para tracar as
estratégias adequadas para induzir brotagdes e estimular o crescimento de estruturas como raizes e partes
acreas das plantulas a serem micropropagadas. A multiplicacdo das mudas de sementes germinadas in vitro
usando apices caulinares ¢ um aspecto importante para complementar os investimentos da germinagdo
assimbidtica das orquideas.

A adicdo de reguladores de crescimento pode ser uma alternativa fisiologicamente coerente e segura,
mas a sensibilidade diferencial de grupos de células especificas as proporgoes diferentes de auxinas:
citocininas, conduz a respostas diferenciadas e especificas. Foi também salientado a importancia de se fazer
experimentos para cada espécie de orquidea porque as indicagdes sdo de que espécies do mesmo gé€nero
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respondem de maneira diversa aos mesmos tipos e as mesmas propor¢des de auxinas:citocininas. Por isso,
para assegurar a micropropagacdo de espécies de orquideas ¢ importante que cada protocolo testado seja
divulgado, no sentido de catalogar a forma de micropropagagdo destas espécies tdo importantes do ponto
vista comercial e do ponto de vista ambiental. A produgdo de mudas usando apices caulinares, sem a

formagdo de calos, ¢ uma estratégia mais segura para multiplicar mudas de C. forbesii geneticamente
uniformes, de interesse comercial, e para assegurar a diversidade genética original das sementes.

CONCLUSAO

A micropropagag¢do de apices caulinares de Cattleya forbesii em meio de cultura KC suplementado com
os reguladores de crescimento IBA e KIN ¢ procedimento que deve ser feito em mais de uma etapa, porque
requer combinagdes diferentes para a indugdo de gemas apicais, e para a formagdo e o desenvolvimento de
raizes e folhas. A inducdo de gemas apicais ocorre no meio de cultura suplementado com propor¢des maiores
da auxina IBA, e a indugdo de raizes no meio suplementado com propor¢des maiores da citocinina KIN,
indicando que os apices caulinares desta espécie apresentam respostas ¢ competéncia diferenciadas para a
organogénese em meio de cultura contendo reguladores de crescimento.
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