XXVI jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES SALER TERAGELIDRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

11. Produtos Naturais Bioativos e suas Aplicacdes
Efeito do extrato da macroalga Kappaphycus alvarezii no cultivo in vitro de
Epidendrum secundum Jacq.
Amatuzi, Julio César de Araujo; Hayashi, Leila; Neves, Filipe Augusto da Silva; Vieira, Leila

do Nascimento; Fraga, Hugo Pacheco de Freitas; julio.amatuzi@gmail.com;

leilavieira@ufpr.br; hugofraga@ufpr.br

Setor de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal do Parana

Resumo

Orquideas séo plantas da familia Orchidaceae, que compreende diversas espécies epifitas,
rupiculas e terricolas, muitas ameacadas de extincdo. Essas espécies apresentam baixas
taxas de germinagao na natureza devido a auséncia de reservas nutritivas na semente, sendo
a propagacao in vitro uma alternativa aplicavel para otimizar o processo germinativo e a
posterior formacao de plantulas. Assim, o presente trabalho buscou otimizar as condicdes de
cultivo in vitro de plantulas de Epidendrum secundum através da suplementagdo com
diferentes concentracbes de extrato obtido a partir da macroalga Kappaphycus alvarezii.
Sementes de E. secundum foram germinadas in vitro e as plantulas obtidas foram cultivadas
em meio de cultura MS, com a concentracdo de sais reduzido pela metade (MS/2),
suplementado com 3% de sacarose e diferentes concentracdes do extrato: 0, 6, 12, 25, 50,
100 mg L*. Como resultados do cultivo in vitro, observou-se que a presenca do extrato de K.
alvarezii estimulou de forma crescente o desenvolvimento das plantulas, proporcionalmente
ao aumento da concentracdo, exceto na maior concentracdo testada (100 mg L), onde
demonstrou um efeito deletério. Das concentragdes testadas, o tratamento com 50 mg L*
apresentou os melhores resultados, favorecendo significativamente o aumento das plantulas,
namero e comprimento das folhas e raizes, ganho de massa fresca e nimero de brotos
formados.. Com isso, 0 uso do extrato de K. alvarezii indica potencial de aplicagdo como um
composto natural bioativo no cultivo in vitro de E. secundum devido ao seu notério efeito
bioestimulante na morfogénese in vitro desta espécie.

Palavras chave: orquideas, bioatividade, bioestimulantes, micropropagacéo, cultura de

tecidos.
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Introducéo

Orchidaceae é considerada a maior
familia de plantas com flores,
apresentando grande importancia
ornamental e paisagistica (Dressler, 2005).
Além disso, algumas espécies destacam-
se por sua potencial aplicacao na medicina
tradicional (Lo et al.,, 2004), ou como
flavorizante, a partir de sua esséncia
extraida, em diferentes segmentos
industriais (Sinha et al, 2008). As
orquideas, em geral, produzem muitas
sementes, mas poucas germinam na
natureza. Isso se deve ao fato de que sua
germinagao natural estar sujeita a alguns
fatores extrinsecos, como interagcdo com
fungos micorrizicos, e também por suas
sementes serem pequenas e desprovidas
de reservas. Somado a isso, o extrativismo
desenfreado para comercializagcdo de
orquideas de interesse comercial tem
colaborado com seu desaparecimento da
natureza (Nogueira, 2005).

A tribo neotropical Epidendreae
pertence a subfamilia Epidendroideae, que
€ a maior dentre as cinco subfamilias de
Orchidaceae, compreendendo mais de 500
géneros (Dressler, 1993). Epidendreae
divide-se em seis subtribos, sendo:
Bletiinae, Chysinae, Coeliinae, Laeliinae,
Pleurothallidinae e Poneriinae compreende
cerca de 120 géneros, apresentando mais
de 6.000 espécies (Dressler, 2005).
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Pinheiro e Barros (2007) descrevem
0 género Epidendrum como um dos mais
importantes dentro da familia, possuindo
grande numero de espécies com
caracteristicas neotropicais, amplamente
distribuidas na América do Sul. O género,
porém, sofre com o extrativismo por conta
do crescente interesse comercial. Uma
espécie que se destaca dentro do género é
Epidendrum secundum Jacq., sendo
considerada de grande importancia,
movimentando o comercio floristico, além
da producgédo de hibridos (Massaro et al,
2012). A espécie caracteriza-se por
individuos de habitos epifitas, terricolas ou
rupiculas, com flores que variam entre lilas
e rosa, as quais florescem durante todo o
ano (Stancik et al, 2009).

Para potencializar o processo
germinativo e de desenvolvimento das
orquideas, técnicas de propagacao in vitro
tém sido aplicadas com sucesso. Os meios
de cultura sdo solugdes nutritivas que
servem como substrato para a ocorréncia
do processo de germinacgdo in vitro das
sementes e desenvolvimento de plantulas.
A formulacao dos meios deve atender as
demandas metabdlicas e fisiolégicas das
espécies, fornecendo agua, nutrientes
essenciais e reguladores vegetais, que
determinarao a forma como as plantas irao
se desenvolver (Chugh et al. 2009).

Varias formulagdes vém sendo

testadas no cultivo in vitro de orquideas e
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as vezes sao feitas variagdes, incluindo
outras substancias ou fontes de nutrientes,
buscando assim otimiza-las.

Alguns estudos vém sendo
realizados com extratos vegetais como
bioestimulantes, com diferentes aplicacoes
como: enraizamento de  estacas,
germinagdo de sementes, e no cultivo in
vitro (Goel et al, 2007; Souza et al, 2012).
No cultivo in vitro vém sendo relatada seus
efeitos benéficos e estimulantes na
germinagdo, indugdo de calos e
embriogénese somatica (Besson et al,
2010).

Dentre as algas utilizadas na
agricultura, 29,8% sao algas vermelhas
(Rhodophyta), principalmente aquelas do
género Gracilaria, Hypnea e Kappaphycus,
onde se destaca a espécie Kappaphycus
alvarezii (DAPPER et al, 2014). Rathore e
colaboradores (2009) avaliaram o efeito do
extrato aquoso de K. alvarezii sobre o
crescimento e rendimento na producdo de
graos na cultura de soja e, apos aplicagdes
foliares, observaram um aumento de 57%
na produgao de graos nas plantas tratadas
com extrato a 15%, quando comparado ao
tratamento controle.

Neste contexto, investir em
pesquisas que busquem a otimizagao das
condi¢des de cultivo in vitro e a elaboracao
de novos protocolos €& de suma
importancia. Estes estudos podem garantir

maior eficiéncia da técnica e assim acelerar
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ameacadas, para sua posterior
reintroducao na natureza. Assim, o uso dos
bioestimulantes no meio de cultura pode se
tornar uma ferramenta interessante no
campo da pesquisa com micropropagacao,
pois € uma alternativa natural ao uso dos
reguladores vegetais, que muitas vezes
oneram o processo, possibilitando também
a regeneragao de plantas e formacgéo de
novos brotos, aumentando o numero de

individuos daquela espécie.

Objetivos

O presente estudo buscou otimizar
as condicbes de cultivo in vitro de
Epidendrum  secundum  através da
suplementagdo com extratos da alga
marinha Kappaphycus alvarezii no meio de
cultura de multiplicacdo, avaliando seus
efeitos morfologicos. Neste intuito, o
objetivo principal foi determinar a melhor
concentracdo para desenvolvimento de
plantulas, além de avaliar durante a
aclimatizacdo das plantulas as taxas de

sobrevivéncia.

Material e Métodos

Preparo do extrato

As macroalgas da espécie
Kappaphycus alvarezii foram
dessalinizadas superficialmente com uma

solugao 0,5 M de formiato de aménio e, em
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seguida, lavadas com agua destilada para
a remocgao do formiato. O material foi
seccionado em pequenos segmentos,
congelado e liofilizado. Apds a liofilizagéo o
material foi macerado em um pé fino com
nitrogénio liquido e auxilio de gral e pistilo.
O solvente (agua) foi adicionado na
proporgao de 1 g de extrato em pé para 10
mL de solvente. O material foi extraido por
1 h a temperatura ambiente e centrifugado.
A fase liquida foi coletada e reservada e o
pellet reextraido em agua. Apbés a
centrifugagcdo, os sobrenadantes da
primeira e segunda extracao foi unidos e
liofilizados, obtendo-se o extrato aquoso

seco utilizado nos experimentos.

Alongamento e desenvolvimento de
plantulas
Plantulas de E.

previamente germinadas e cultivadas in

secundum

vitro foram inoculadas em meio de cultura
composto de sais MS (Murashige e Skoog,
1962) reduzidos pela metade,
suplementado com 3% de sacarose (p/v) e
diferentes concentracbes do extrato de K.
alvarezii (0, 6, 12, 25, 50, 100 mg L"). Os
meios de cultura tiveram o pH ajustado
para 5,8, antes da adi¢édo de 2,5 g L' do
agente geleificante Phytagel®. Os meios de
cultura foram esterilizados a 121 °C por 20
minutos. Foram utilizadas 12 repeticoes
por tratamento, sendo que a unidade

experimental consistiu de um frasco de
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capacidade de 300 mL (6,5 cm de diametro
e 13 cm de altura) contendo seis plantulas.

As plantulas in vitro foram mantidas
em sala de crescimento, com temperatura
de 25 + 2 °C (dia) e 18 + 2 °C (noite),
fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 40 ymol m2 s'. Apds 90 dias
de cultivo, foram avaliadas as seguintes
variaveis: alongamento da parte aérea,
numero médio e comprimento das raizes,
numero médio e comprimento das folhas,
massa fresca das plantas e formacao de

brotos.

Transplantio e aclimatizagdo de mudas

Plantulas com pelo menos trés
folhas e trés raizes foram transplantadas
em bandejas de semeadura contendo o
substrato comercial Vitaplan® (composto
de humus de minhoca e casca de pinus).
Foram utilizadas 7 plantas e duas
repeticoes.

As plantulas transplantadas foram
aclimatizadas em casa de vegetacdo com
iluminacao artificial (intensidade luminosa
de 13 ymol.m™2.s™, fotoperiodo de 12 horas
e temperatura de 24 + 5 °C durante o dia e
20 = 5 °C durante a noite). A irrigacao foi
feita manualmente, uma vez ao dia, no
inicio da manha. Apds 30, 60 e 90 dias foi

avaliada porcentagem de sobrevivéncia.
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Resultados e Discusséao

Efeito do extrato no desenvolvimento

Apbés as 12 semanas de cultivo in
vitro, 0 material vegetal foi avaliado
conforme os parametros citados acima. Foi
observado que nos tratamentos na
concentracdo de até 50 mg L do extrato
de K. alvarezii houve evidente e gradual
estimulo do desenvolvimento das plantulas
de E. secundum, quando comparadas as
plantulas cultivadas no tratamento controle
(sem a presenca do extrato), conforme
FIGURA 1.

FIGURA 1. Desenvolvimento de plantulas de
Epidendrum secundum, apos 12 semanas de
cultivo em meio MS/2 na presencga e auséncia
de diferentes concentragdes de extrato da alga
Kappaphycus alvarezii. A: controle; B: 6 mg L";
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C:12mgL";D:25mg L"; E: 50 mg L"; F: 100

mg L. Barra = 10 mm.

Ao longo dos 90 dias do
experimento, ndo se observou oxidagao do
meio em quaisquer tratamentos na
presenca do extrato de K. alvarezii. Kumar,
Ganesan e Rao (2008) descrevem o
extrato de dessa alga como um potente
agente antioxidante natural contra a
degradacéo fendlica e oxidativa.

O extrato teve efeito positivo no
alongamento das plantulas, onde o melhor
tratamento observado foi de 50 mg L™,
sendo o tamanho médio das plantulas de 6
mm, frente a média de 2 mm observado o
tratamento controle, na auséncia do extrato
(FIGURA 2). Karthikeyan e Shanmugam
(2017) também observaram promoc¢ao do
crescimento em plantas de cana-de-agucar
ao administrar concentragdes especificas

do extrato da alga K. alvarezii via foliar.

Comprimento de plantula (mm)

s 2‘0 4‘0 eln BIO 1é0
Concentragéo do extrato mg L'

FIGURA 2. Comprimento médio (mm) de

plantulas de Epidendrum secundum, apos 12

semanas de culivo em meio MS/2

suplementado com diferentes concentracbes
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de extrato de K. alvarezii. Equagao da reta: y =
-0.001x2 + 0.1173x + 3.2570. R? = 0.8396.

Assim como as demais variaveis
analisadas, o comprimento de folhas e
raizes se comportou de forma bastante
(FIGURAS 3 e 4,
Foi um

aumento no comprimento desses 6rgaos

semelhante
respectivamente). observado
vegetais na presenga do extrato, com um
ponto maximo na concentragdo de 50 mg
L—1

concentragdo de 100 mg L.

seguindo de um decréscimo na

Com o presente resultado, o extrato
mostra-se eficaz ao estimular tanto a
formacgao de sistema radicular quando de

parte aérea na espécie avaliada.

30 a5
L L

25

L

Comprimento da maior folha (mm)
20

15

L

T T T T
] 20 40 60 80

Concentrago do extrato mg L™

FIGURA 3. Comprimento médio das folhas
(mm) de plantulas de Epidendrum secundum,
apos 12 semanas de cultivo em meio MS/2
suplementado com diferentes concentragcbes
de extrato de K. alvarezii. Equacéo da reta: y =
-0.0074x? + 0.7791x + 14.34. R? = 0.8143.
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FIGURA 4. Comprimento médio das raizes
(mm) de plantulas de Epidendrum secundum,
apos 12 semanas de cultivo em meio MS/2
suplementado com diferentes concentragbes
de extrato de K. alvarezii. Equacéo dareta: y =
-0.00991x2? + 0.9880x + 6.5527. R? = 0.9273.
Valor de p: 0.009109.

A massa fresca das plantulas na
maior parte dos tratamentos contendo o
extrato de K. alvarezii também se mostrou
bastante superior ao valor obtido nas
(FIGURA 5). A

concentragdo de 50 mg L' também indicou

plantulas do controle

as maiores médias de ganho de massa,
com uma meédia de 0,510 g, frente 0,130 g
do tratamento controle. Karthikeyan e
Shanmugam (2017), ao tratarem plantas
de cana-de-agucar via aplicacao foliar do
extrato de K. alvarezii também observaram

aumento na massa fresca da planta.
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FIGURA 5. Ganho de massa fresca (g) de
plantulas de Epidendrum secundum, apés 12
semanas de cultivo em meio MS/2
suplementado com diferentes concentragbes
de extrato de K. alvarezii. Equagéo da reta: y =
-0.00014x% + 0.0146x + 0.1329. Rz = 0.989.
Valor de p: 0.00053.

Por fim, pode-se observar também
que houve efeito na formacédo de novos
brotos a partir das plantulas inoculadas in
vitro. Foi observado um aumento no
numero médio de brotos formados, com um
pico na concentragdo de 50 mg L' se
mostrando significativamente superior aos
demais tratamentos avaliados (FIGURA 6).

A  formacao de brotagbes
adventicias, em geral, esta relacionada
com a atividade de citocininas, o que
poderia ser atribuido a composicdo do
extrato de K. alvarezii. Diversos autores
salientam sobre a alta concentracdo de
diversas citocininas naturais presentes na
composicdo dos extratos de algas
marinhas, atribuindo a esses o seu efeito
biolégico (TUHY; CHOJNACKA. 2015).
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Contudo, ocorreu enraizamento
bastante rapido dos tratamentos contendo
o extrato de K. alvarezii, com o surgimento
de novas raizes nos primeiros 15 dias. O
processo de enraizamento, por sua vez, é
dependente de auxinas.

Dessa maneira, nota-se que o
extrato estimula tanto atividades atribuidas
a auxinas quanto citocininas. Assim, é
possivel supor que a complexa
composigao do extrato parece nao apenas
fornecer auxinas ou citocininas, mas sim
favorecer a produgédo enddégena na propria
planta, através de algum possivel

precursor.

Numero de brotos
1
|

0 20 40 60 80 100

Concentragao do extrato mg L'

FIGURA 6. Numero médio de brotos formados
de Epidendrum secundum, apés 12 semanas
de cultivo em meio MS/2 suplementado com
diferentes concentragbes de extrato de K.
alvarezii. Equagdo da reta: y = 0.0059x? +
0.5667x + 7.8802. R* = 0.6856. Valor de p:
0.08195.

Taxa de sobrevivéncia das plantulas
Apés trés meses de aclimatizacéo
em casa de vegetagdo, plantulas

provenientes do tratamento controle
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apresentaram 50% de sobrevivéncia (ndo
diferindo na taxa de sobrevivéncia
observada entre as plantulas provenientes
do tratamento contendo 6 mg L de
extrato). A melhores respostas ocorreram
entre as plantulas propagadas com
concentracbes mais elevadas do extrato,
com uma média de 64 a 85% de
sobrevivéncia (TABELA 1). Tal resultado
pode indicar que o uso do extrato na
propagacdo in vitro pode promover a
sobrevivéncia de plantulas posteriormente

transferidas para a condi¢ao ex vitro.

TABELA 1 — Porcentagem de sobrevivéncia de

plantulas de Epidendrum secundum
provenientes de diferentes tratamentos,

durante aclimatizacao.

Tratamento Sobrevivéncia
(%)
30 60 90
dias dias dias

78 64 50

92 64 50

12 78 71 64

25 100 78 64

50 92 78 64

100 100 85 85

Concluséo

O extrato aquoso de K. alvarezii
demonstrou um efeito extremamente
positivo, estimulando enraizamento,
desenvolvimento da parte aérea, ganho de
massa fresca assim como formagao de
novos brotos das plantulas de E.
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secundum, em determinadas
concentragoes.

Com base nos resultados obtidos, o
uso do extrato de K. alvarezii indica
potencial aplicagao na cultura de tecidos e
producao vegetal, por conta de seu efeito
bioestimulante sobre as plantas.

Considerando a grande demanda
do mercado por novas tecnologias e o
crescente interesse na aplicacdo dos
recursos marinhos, o presente trabalho
apresenta dados relevantes sobre o
potencial bioestimulante de tais extratos,
que podem ser aplicados com sucesso
para o cultivo de outras espécies de
orquideas e espécies de interesse

ecolégico/econdmico.
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