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RESUMO

GONCALVES, Leticia de Menezes, MSc. Universidade Estadual de Maringa,
Julho de 2010. Efeito de diferentes suplementos adicionados no cul tivo in
vitro do hibrido de Laeliacattleya. Orientadora: Professora doutora Maria de
Fatima Pires da Silva Machado.

A proposta do presente estudo foi verificar os efeitos da adicdo de diferentes
combinacgdes e concentracdes de reguladores de crescimento e de diferentes
suplementos adicionados ao meio nutritivo, para o0 crescimento e
desenvolvimento in vitro de plantulas de um hibrido de orquidea, Laeliacattleya,
obtido pelo cruzamento das espécies Hadrolaelia purpurata Lindl. (Chiron;
Castro) x Cattleya intermedia Grah., na expectativa de encontrar efeitos
equivalentes de algum dos suplementos adicionados com combinag¢des dos
reguladores de crescimento. As plantulas com 6 meses de idade foram
inoculadas em meio de cultura KC suplementados com agua de coco (100 ml.L
1y, polpa de banana (90 g.L™) e combinagdes dialélicas (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 mg-L°
1Y de reguladores de crescimento (ANA, IBA, KIN e 6-BA). Apds 8 meses de
cultivo, foi observado que a adicdo de polpa de banana reproduz os efeitos da
adicao de auxinas (IBA ou NAA) no meio de cultivo KC para o desenvolvimento
das plantulas, enquanto a adicdo de agua de coco simula os efeitos da adicéo
das citocininas (6BA e KIN). As combinac¢fes de IBA ou NAA com KIN foram
mais adequadas para promover o desenvolvimento in vitro das plantulas no
meio KC, do que as combinacfes das referidas auxinas com 6-BA. Por outro
lado, a composicdo da polpa de banana ou da agua de coco mostrou um efeito
adicional que potencializa os efeitos dos reguladores de crescimento, de modo
a induzir maior nimero de raizes, folhas, brotos e de promover o maior
crescimento das raizes e folhas. O efeito marcante da adi¢cdo de agua de coco
foi evidente para estimular a formacéo de brotos e de maior numero de folhas e
para garantir uma menor variacdo do pH do meio de cultura. Portanto, a forma
mais adequada para estimular o crescimento e desenvolvimento completo de
plantulas do hibrido Laeliacattleya in vitro, usando procedimentos que podem

ser reproduzidos, é adicionar diferentes fontes de auxina e citocinina e com
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finalidades comerciais é suplementar o meio KC com polpa de banana e com
agua de coco, combinados ou usados separadamente.

Palavras-chave : Hibrido, Cattleya intermedia, Hadrolaelia purpurata, agua de

coco, polpa de banana, reguladores de crescimento



ABSTRACT

ONCALVES, Leticia de Menezes, MSc. Universidade Estadual de Maringa, July
2010. The effect of different supplements added for the in vitro culture of
Laeliacattleya hybrid.  Supervisor: Dr®. Maria de Fatima Pires da Silva
Machado.

The effects caused by the addition of different combinations and concentrations
of growth regulators and of different supplements added to the nutrition medium
for in vitro growth and development of plants of the orchid hybrid, Laeliacattleya,
from species crossing of Hadrolaelia purpurata Lindl. (Chiron; Castro) x
Cattleya intermedia Grah. are provided. Research aims at discovering effects
which are equivalent to added supplements with combinations of growth
regulators. Six-month-old plants were inoculated in KC culture medium and
supplemented with coconut water (100 ml.L™"), banana pulp (90 g.L™}) and
diallelic combinations (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 mg-L™) of growth regulators (ANA, IBA,
KIN and 6-BA). After 8 months of culture, the addition of banana pulp
reproduced the effects of auxins (IBA or NAA) in KC culture medium for the
plants’ development and the addition of coconut water simulated the effects of
cytokinines addition (6BA and KIN). IBA or NAA combinations with KIN were
more adequate to enhance in vitro plant development in KC medium than the
combinations of auxins with 6-BA. On the other hand, composition made up of
banana pulp or coconut water demonstrated an additional effect which
potentializes the effects of growth regulators and thus triggers a higher number
of roots, leaves and buds and enhances a greater growth in roots and leaves.
Addition of coconut water stimulated the production of buds and a greater
number of leaves and warranted a low pH in the culture medium. Results show
that the most adequate form in stimulating the complete in vitro growth and
development of Laeliacattleya hybrid plant by reproducible procedures is the
addition of different auxins and cytokinines and, in the case of commercial
outputs, the supplementation of KC medium with banana pulp and coconut
water, together or in separate.

Key words : hybrid, Cattleya intermedia, Hadrolaelia purpurata, coconut water,

banana pulp, growth regulators



1. INTRODUCAO

Segundo Dressler (1993), a familia Orchidaceae é uma das maiores
entre as fanerégamas, sendo altamente especializadas dentre as
monocotiledéneas e encontrando-se distribuida em praticamente todas as
regides da Terra, com grande representacao no Brasil.

Devido a sua diversidade, as orquideas vém atraindo cada vez mais
colecionadores e pesquisadores e o comércio de produtos de floricultura vem
se expandindo. Segundo Soncin et al. (2010), as exportacdes brasileiras de
flores chegaram a 25 milhdes de dolares em 2004, com crescimento anual de
25%. Junqueira e Peetz (2004) relataram que o setor de mudas de plantas
ornamentais foi responsavel pelos maiores valores de exportacbes em 2004,
na ordem de US$11,387 milhGes, representando 48,46% do total exportado
pela floricultura do pais. As mudas de orquideas, por sua vez, acumularam
vendas de US$122,919 mil, com resultado superior em 55,43% aos verificados
no ano de 2003. Kiyuna et al. (2005) destacaram, no ano de 2004, a
exportacdo de plantas ornamentais, como as flores frescas (87,2%), mudas de
orquideas (55,4%), mudas de plantas ornamentais, exceto orquideas (18,0%),
além dos bulbos, tubérculos e rizomas (16,9%).

Quanto a producdo de mudas de orquideas por sementes, Hadley
(1982) relatou que Bernard, em 1904, foi o primeiro a descrever uma simbiose
entre as sementes de orquideas e fungos micorrizicos, para que a semente se
utilizasse da digestdo enzimatica desses fungos simbiontes como meio
alternativo para a obtencdo de compostos organicos necessarios para a sua
germinacao, fendmeno denominado micotrofismo, utilizando-se de um hibrido
de Cypripedium L. e Bletia hyacinthina (Sm.) R. Br. Assim, apos Lewis
Knudson, em 1922, relatar que o fungo ndo era necessario para a germinacao
das sementes de orquideas, os métodos para a germinacdo simbidtica em
orquideas foram substituidos pelo procedimento de germinacao néo-simbidtica,
caso fossem semeadas em meio de cultura que contém agar, sais apropriados
e acucar (GRIESBACH, 2002). Um grande avanco na agricultura foi, sem
davida, o desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos e com a

tecnologia da germinacao assimbiotica, milhares de plantulas puderam chegar



a maturidade a partir de um unico fruto. Das varias férmulas nutritivas
propostas por Knudson, a mais conhecida € a férmula “C” (KC) de 1946, sendo
um meio apropriado para a maioria das espécies de orquideas (GRIESBACH,
2002).

Atualmente, a cultura assimbidtica, ou semeadura in vitro, constitui um
método da biotecnologia vegetal relevante do ponto de vista comercial e
ecologico, pois, devido a beleza e a diversidade de flores das orquideas, que
atraem colecionadores e pesquisadores ha séculos, o consumo de flores e
plantas ornamentais, pelo mundo, tem aumentado gradativamente (SANTANA,
1997; CLARO et al., 1999) e, consequientemente, a agdo predatdria do homem
na natureza com o extrativismo destas espécies remanescentes de florestas
nativas. Neste sentido, o desenvolvimento de métodos biotecnolégicos para
germinar sementes de orquideas € um investimento prioritario.

Varios sdo os aditivos ou suplementos que podem ser adicionados ao
meio de cultura de forma empirica, com o objetivo de aumentar a producéo das
mudas, obter plantas vigorosas e sadias, reduzir o tempo de cultivo e os custos
de producdo. Embora diferentes aditivos ou suplementos adicionados aos
meios de cultivo sejam recomendados para o subcultivo das plantulas de
orquideas ap0s a germinacdo das sementes (ARDITTI e ERNST, 1993;
VILLALOBOS et al., 1994), o meio “C”, formulado por Knudson (1946), vem
sendo, até o presente, recomendado para a germinacdo da maioria das
espécies de orquideas, possibilitando que milhares de sementes, de uma
capsula, consigam chegar ao estadio de plantulas autotroficas.

Diversos aditivos, tais como: agua de coco (endosperma liquido de
Cocus nucifera); carvao ativado; polpa de frutas, em especial a banana, dentre
outros, sdo de baixo custo e facil obtencéo para os produtores de mudas. Estes
aditivos sdo usados em quantidades e interacdes aleatérias, mas com
evidéncias de resultados positivos (MORALES, 2004; MORALES et al., 2006;
FREITAS et al., 2006; GONCALVES et al., 2006; PRIZAO et al., 2006). No
entanto a adicdo desses suplementos ao meio de cultura € um aspecto
polémico do ponto de vista fisiologico, devido a indeterminagdo de sua
composicao quimica.

A maioria dos estudos ndo discute a interferéncia desses tipos de

suplementos usados, em relagdo aos resultados obtidos. Além disso, no



mercado de plantas ornamentais existe um déficit de informagcbes sobre o
cultivo in vitro de muitas espécies e/ou hibridos de orquideas nativas brasileiras
ou exoticas de grande importancia comercial. Devido ao mercado ser altamente
competitivo e haver interesse econdmico das empresas de micropropagacao,
as informacgdes relacionadas a composi¢cdo dos meios de cultura sdo escassas
na literatura.

Neste sentido, a proposta do presente estudo foi verificar os efeitos da
adicdo de diferentes combinacbes e concentracbes de reguladores de
crescimento e de diferentes suplementos adicionados ao meio nutritivo, para o
crescimento e desenvolvimento in vitro de plantulas de um hibrido de orquidea,
na expectativa de encontrar efeitos equivalentes de algum dos suplementos

adicionados com combinac¢des dos reguladores de crescimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura

Orchidaceae é a maior familia fanerdgama e taxonomicamente a mais
especializada entre as monocotiledéneas (Silva, 2003). Esta familia contém
aproximadamente de 600 a 800 géneros e de 25.000 a 35.000 espécies, que
totalizam 7% das plantas ornamentais do mundo (FRAGUAS et al., 2003). As
orquideas exibem uma grande diversidade em tamanho, forma e de cores de
suas flores, sendo conhecidas também por terem flores muito belas e de longa
duracéo (SAIPRASAD e POLISETTY, 2003).

Os membros dessa familia sdo plantas perenes com morfologia
diversificada, devido principalmente ao habitat onde elas se desenvolvem,
podendo ser epifitas (constituem a maioria das espécies) habitando em
diversas alturas dos troncos das arvores; terrestres (vivendo no solo), rupicolas
(vivem diretamente sobre rochas), e saxicolas (habitam fendas de rochas ou do
solo). Algumas séo erroneamente chamadas de parasitas, por utilizar arvores
como suporte (McCONNELL e CRUZ, 1996). O caule pode ser simpodial ou
monopodial, muitas vezes rizomatoso, mais raramente S80 cOrmos e possui 0S
internds frequentemente formando pseudobulbos. As folhas sdo alternas,
raramente opostas, disticas ou espiraladas, simples, inteiras, com nervacao
geralmente paralelinérvea (DRESSLER, 1993).

Uma das singularidades da familia Orchidaceae é a producdo de
milhares de pequenas sementes em cada fruto (DRESLLER, 1993),
denominados de capsulas. Nas capsulas ocorre a producdo de
aproximadamente 1.300 a 4.000.000 sementes e estas sementes possuem
pouquissima ou nenhuma reserva nutritiva, o que dificulta sua germinagédo na
natureza ou in vivo. Assim, a germinacao de tais sementes, na nhatureza, ocorre
depois de instalada a simbiose com os fungos micorrizos. Esses fungos séo
estritamente saproéfitas e essenciais a realizacdo do ciclo de vida das
orquideas, atuando apds a sua colonizagcdo na semente. Quando ocorre a
infeccdo, ha a formacéo de uma estrutura intracelular denominada pelotdo. A
partir dai, os produtos advindos da digestdo enzimatica desta estrutura sdo

utilizados para o desenvolvimento do protocérmio (PETERSON et al., 1998;



PEREIRA et al., 2003). Esses eventos caracterizam o fenémeno do
micoheterotrofismo, ou seja, o protocérmio € totalmente dependente de um
fungo simbionte para o seu desenvolvimento até tornar-se plantula autotrofica
(PEREIRA et al.,, 2003). Esse fenbmeno ndo é exclusivo da familia
Orchidaceae, sendo também relatado em outras familias de monocotiledéneas
(PEREIRA et al., 2005).

De acordo com Rego e Faria (2002), no Brasil, as orquideas ocorrem
em todos os Estados e em maior quantidade na Mata Atlantica, que vai de
Pernambuco até o Rio Grande do Sul. No seu ambiente natural de
crescimento, a maioria das espécies é de habitos epifitos (PAULA e SILVA,
2002).

As orquideas apresentam cerca de 18.500 espécies distribuidas em
788 géneros e mais de 100.000 hibridos (PAULA e SILVA, 2002). No Brasil, ja
foram identificadas mais de 3.500 espécies de orquideas, mas muitas destas
estdo correndo risco de extingdo, devido a destruicdo de seu habitat e as
coletas predatorias (COLOMBO et al., 2004). O elevado niumero de espécies e
hibridos de orquideas possibilita a ocorréncia de grande variabilidade de
formas, tamanhos e cores de folhas e flores. Gracas a beleza e exuberancia de
suas flores, as orquideas destacam-se como importante planta ornamental de
grande interesse econdmico e botanico (ARAUJO, 2004).

Assim, a beleza e diversidade das orquideas atraem cada vez mais
colecionadores e pesquisadores. Segundo Claro et al. (1999), o consumo de
flores e plantas ornamentais pelo mundo vem aumentando ao longo dos anos.
Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil e China, a demanda tem
crescido significativamente. De acordo com Santana (1997) e Claro et al.
(1999), no Brasil, a area de producéo de flores e plantas ornamentais é de
4.500 hectares. Dados apresentados por Debergh (1994) mostraram que 500
milhdes de plantas sdo micropropagadas anualmente no mundo e a maioria €
ornamental.

Existem varios sistemas de propagacao de orquideas. Os mais simples
sao variagOes de algum processo de propagacgao assexuada, podendo ser por
divisdo de touceiras; divisdo de pseudobulbos; divisdo de bulbos velhos e
inducdo de brotamento a partir de hastes florais (BACH e CASTRO, 2004), e



também a propagacdo por multiplicacdo vegetativa in vitro (ARDITTI e
ERNEST, 1990).

2.2. Os géneros Cattleya e Hadrolaelia (CHIRON & CASTRO, 2002) (=
Laelia purpurata LINDLEY & PAXTON, 1852)

As espécies dos géneros Cattleya e Laelia (Hadrolaelia) constituem
dentre as orquideas as mais utilizadas para ornamentacdo e também as mais
conhecidas. A facilidade do cultivo, baixo custo, condi¢cfes artificiais aliada a
beleza das suas flores nas espécies e hibridos tornaram-nas plantas muito
procuradas por colecionadores, orquidofilos e para fins comerciais (BICALHO,
1980).

O género Cattleya Lindl. compreende aproximadamente 50 espécies,
27 das quais sao encontradas no Brasil (SMIDT et al., 2006). Os estudos que
examinam a biologia floral e polinizacdo em populacdes naturais de Cattleya
mostraram que a polinizacdo € feita por abelhas das subtribos Euglossina e
Meliponina. Este género de orquidea se estende através do México e América
Central e se ramifica ao longo das encostas dos Andes Orientais por um lado e
por outro lado desce pelas areas da Coldombia, Venezuela, Amazonia brasileira
e Mato Grosso, também se estendendo pela Mata Atlantica e segue até o Rio
Grande do Sul (MILLER e WARREN, 1996). As orquideas apresentam grandes
variacbes no colorido e no formato das flores, especialmente no labelo. O
tamanho, dependendo da regido que ela habita, também pode sofrer
alteragcbes. Suas flores normalmente séo lilas-réseas e com formato estrelado,
o labelo é encrespado nas bordas e com um tom cor-de-vinho na parte interna
(Figura 1). Elas sd@o numerosas e despontam no final do inverno e inicio da
primavera; sdo herbaceas perenes, epifitas, sdo nativas da Mata Atlantica do
Brasil, caracteristica de clima tropical e subtropical quente (ROMAHN, 2007).

De acordo com Blossfeld (1999), as espécies de Laelia brasileiras séo
epifitas, dentre elas: Laelia purpurata (= Hadrolaelia purpurata), que contém
muitas variedades e habita a vasta area entre os Estados de S&o Paulo e Rio
Grande do Sul, e as espécies L. tenebrosa, L. grandis, L. xanthina, L. perrinii e
a L. harpophylla que procedem do Espirito Santo.

O género Laelia foi dividido em varios outros géneros por diversos

autores, a partir das observacfes morfologicas. Um estudo recente, baseado



na analise molecular de um fragmento de DNA ribossomal, confirma a
existéncia de dois grupos bem distintos: as espécies mexicanas (as
verdadeiras Laelia) e as espécies brasileiras (Hadrolaelia). Devido a
semelhanca entre os caracteres morfolégicos, ecolégicos e moleculares
especulou-se em devolvé-las ao género Hoffmannseggella H. G. Jones, as
espécies rupicolas classificadas anteriormente como Laelia e por fim
reconhecer o carater unico de Laelia lundii Rchb. f., criando assim outros dois
géneros para as espécies de Laelia restantes (CHIRON e CASTRO, 2002).

A espécie Hadrolaelia purpurata também apresenta uma grande
variacao, principalmente no colorido (Figura 2). Normalmente com até 20 cm de
diametro, elas sdo perfumadas e despontam excepcionalmente no inicio do
inverno e no inicio da primavera; sao herbaceas perenes, epifitas, tipica de
clima tropical e subtropical quente. As plantas de H. purpurata podem ser
cultivadas em sol pleno ou em meia-sombra; suas regas podem ser diarias ou
a cada dois dias (ROMAHN, 2007).
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Figura 1 - Cattleya intermédia.
Fonte: www.sborchid.com/pic_capt.php?src=/orchidphotos/cattleya/c_intermedia.

O género Cattleya e afins, como Laelia Lindl., Sophronitis Lindl.,

Epidendrum L., Brassavola R. Br. e Encyclia Hook (Laeliinae de grande porte)



sdo muitas vezes sinbnimos de orquideas para consumidores leigos. Espécies
e hibridos intragenéricos e intraespecificos de Cattleya e Laelia sdo de
interesse comercial em razdo da beleza e do tamanho de suas flores
(MORALES, 2004). Segundo Greisbach (2002), a producédo de hibridos reflete

na preferéncia dos consumidores.

Figura 2 - Hadrolaelia purpurata var. carnea.
Fonte: www.pbs.org/.../orchid/images/gall_laelia.jpg.

2.3. Obtencdes de plantulas por micropropagacao

A micropropagacdo ou propagacao vegetativa in vitro viabiliza a
clonagem de varias espécies, permitindo a formacdo de individuos
geneticamente idénticos a partir de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos de
uma planta matriz (SOUZA e JUNGHANS, 2006). Os principios teéricos desta

técnica foram propostos ainda no século XIX, com as teorias de totipoténcia de



células vegetais, mas sO no inicio do século XX, em 1902, é que realmente
apareceram trabalhos de Haberland, com o cultivo de tecidos sométicos de
varias espécies de plantas (KERBAUY, 1997).

A técnica de micropropagacéo in vitro oferece vantagens. Os individuos
com caracteristicas genéticas superiores, muitas vezes genotipos raros,
quimeras naturais, hibridos estéreis e espécies em vias de extin¢cdo, sao alguns
exemplos de plantas que sdo propagadas vegetativamente, via cultura de
tecidos (TERMIGNONI, 2005). Em termos gerais, a cultura in vitro permite
propagacéo em larga escala de plantas com qualidade superior (milhares ou
mesmo bilhdes), sem destruir a planta-mé&e; obtencdo de plantas faceis de
transportar para diversos paises, sem preocupacdo com introducdo de novas
doencas; ou ainda, recuperacdo de espécies em vias de extincdo (OLIVEIRA,
2000). A utilizacdo da micropropagacdo em ambito comercial é realidade em
diversos paises do mundo, com destaque para os paises da Europa Ocidental
e os Estados Unidos. Eles trabalham com o objetivo de satisfazer as
necessidades internas de material de propagacéo livre de doencas, ou de
acelerar os métodos convencionais de propagacdo vegetativa. Um menor
namero de empresas trabalha exclusivamente com a producéo de plantas in
vitro para abastecimento de viveiros de terceiros (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). Essencialmente a micropropagacao consiste em separar
uma porcdo da planta, o explante, e proporcionar-lhe artificialmente as
condicdes fisicas e quimicas apropriadas para que as células expressem seu
potencial intrinseco ou induzido (ROCA e MROGINSKI, 1991; GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998; SA et al., 2000).

Em orquideas, os métodos de germinacdo simbiotica foram
substituidos pelo procedimento de germinacdo nao-simbidtica, apds Lewis
Knudson, em 1922, relatar que o fungo ndo era necessario para a germinacao
das sementes de orquideas, se a semeadura fosse realizada em meio de
cultura contendo agar, sais apropriados e acucar. A partir deste periodo, os
métodos biotecnoldgicos, na cultura de tecido, para aumentar a germinacao
assimbidtica e o desenvolvimento das plantulas, tém sido um investimento
prioritario na utilizacdo dessa técnica. Para as orquideas, a grande importancia
da semeadura in vitro é a diminuicdo do tempo de produgdo dessas mudas,

pois algumas espécies que atingem maturidade com o primeiro florescimento



em cinco a sete anos podem florescer com trés a quatro anos de idade. A
cultura assimbittica resulta em maiores percentuais de germinacdo, em
comparacao com a germinacao em condi¢des naturais, a qual € dependente da
infeccéo por fungos micorrizicos simbiontes, muitas vezes, espécie-especificos
(ALTAFIN et al., 2003), e também diminui a destruicdo de seu habitat, por
danosas préticas de colheita e exploragdo para fins comerciais nos paises
tropicais (LO et al., 2004a). Desse modo ocorre uma reposi¢cao em lugares ja
destruidos, aumentando a comercializacdo entre os compradores, que antes

predavam os ambientes naturais dessas plantas.

2.4. Meios de cultura

A composicdo dos meios de cultura € importante para a germinacao da
semente e para o crescimento da planta, sendo geralmente constituidos de
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, sacarose e agente
gelificante (SORACE et al., 2008). A maioria dos meios usados para a
germinacao de sementes e desenvolvimento de plantulas de diversas espécies
€ mais concentrado do que no cultivo in vitro de orquideas, principalmente em
espécies epifitas na natureza. As orquideas epifitas geralmente germinam bem
nestes meios, mas um bom numero de espécies terrestres germina muito
melhor em meios menos concentrados de sais. Isto demonstra que a
concentracdo do meio € um importante fator na germinacédo de orquideas. No
entanto, devido a limitada informacéo disponivel, ndo existe padrdes definidos
para todas as espécies (POOLE e SHEEHAN, 1982).

Devido a esses padrdes nao definidos para utilizagdo de um melhor
meio de cultivo para determinada espécie, ha preocupag¢do no cultivo de
orquideas, pois elas possuem uma imensa diversidade bioquimica, fisiolégica e
genética e nao possuem uma mesma diversidade de meios de cultura
designada para a multiplicacdo de suas diferentes espécies (REGO-OLIVEIRA
e FARIA, 2005).

O fator que frequentemente determina 0 sucesso da micropropagacao
€ 0 meio nutritivo onde se desenvolveram. Assim, varios estudos vém sendo
feitos, para que esse sucesso seja 0 maior possivel, adequando o meio de

cultura a espécies para obter maior produtividade (GONCALVES, 2006). Para
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0S géneros Cattleya, Cymbidium, Oncidium, Laelia, Vanda, dentre outros
diversos géneros populares, € usado o meio Knudson “C” (Tabela 1) ou com

algumas modificac6es na formulacao original (ARDITTI et al., 1982).

Tabela 1 — Meio basico — formulacao “C” de Knudson (KNUDSON, 1946)

Nitrato de célcio — Ca(NOs), . 4 H,0 1g-L*
Fosfato monobasico de potassio — KH,PO, 0,25g-L™?
Sulfato de magnésio — MgSO,. 7 H,0 0,25 g-L™?
Sulfato de aménia — (NH,)SO, 0,50 g-L™*
Sulfato ferroso — FeSO,. 7 H,0 0,025 g-L*
Sulfato de manganés — Mn(SO,) . 4 H,0 0,0075 g-L*
Sacarose 20 g-L*

2.4.1. Componentes dos meios de cultura

Dezessete elementos sédo considerados essenciais para o crescimento
e desenvolvimento das plantas: carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O),
nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre
(S), boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio
(Mo), niquel (Ni) e zinco (Zn). Alguns elementos sao classificados como
benéficos para algumas plantas, como o sodio (Na), silicio (Si), selénio (Se) e o
cobalto (Co). Os nove primeiros, exceto o potassio, participam da formagéo dos
tecidos vegetais e representam, aproximadamente, 99% da sua massa
(DECHEN e NACHTIGALL, 2007).

Os nutrientes tém sido classificados de acordo com a quantidade
exigida pelas plantas. Os macronutrientes s&o exigidos em grandes
guantidades (N, P, K, Ca, Mg e S) e os micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Zn,
Mo e o Ni) séo requeridos em quantidades bem pequenas (KEBAUY, 2008). Na
maioria das vezes, 0s meios sao selecionados em razdo da espécie e tipo ou
estadio da cultura que esta sendo efetuado, uma vez que a formulacdo mais
apropriada de meio pode variar dentro de uma mesma espécie (PASQUAL et
al.,, 1997). Trabalhos como o de Unemoto et al. (2007) tém buscado
desenvolver diferentes formulacbes de meios de cultura, na tentativa de se

obter meios eficazes e de protocolo simplificado, por meio da adicdo de
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substancias alternativas, como agua de coco e extratos de frutas e legumes.
Outros compostos, como as auxinas, o suco de tomate, suco de abacaxi e a
banana homogeneizada, tém sido frequentemente utilizados para estimular a

germinacao e crescimento das plantas in vitro (HADLEY e HARVAIS, 1968).

2.4.1.1. Macronutrientes e micronutrientes

Os macronutrientes sao 0s elementos minerais exigidos em maiores
quantidades para o crescimento de plantas, sendo incluidos nos meios
nutritivos na forma de sais inorganicos. O nitrogénio e o enxofre podem ser
adicionados, juntamente com suplementos organicos (aminoacidos, proteinas,
por exemplo) (CALDAS et al., 1998). O efeito positivo dos aminoacidos € como
fonte de nitrogénio. Neumann et al. (2009) relatam que suplementos de nitrato
(NaNO3) em plantas intactas de tomate estimula a regulagdo de 115 genes,
incluindo as proteinas transportadoras de nitrato, as nitrato e nitrito redutases,
e de genes de proteinas envolvidas com o metabolismo primario geral (malato
desidrogenase, transaldolases, transcetolases, asparagina sintase, histidina
descarboxilase). Em Arabidopsis isso também foi observado, mostrando como
em uma pequena molécula o nitrato pode desencadear a expressao de uma
familia de genes com fungcbes diferentes. Em orquideas, todos os
macronutrientes, como o calcio (Ca), magnésio (Mg), nitrogénio [N na forma de
amoénia (NHz), nitrato (NO3) ou uréia (NH,),.CO], fosforo (P), potassio (K),
enxofre (S usado geralmente na forma de SO,*) sdo utilizados nos meios
nutritivos (ARDITTI e ERNST, 1993).

Os micronutrientes sdo considerados como importantes para o
desenvolvimento de plantas intactas (no ambiente natural) e para induzir o
crescimento de células e tecidos em cultura in vitro. Os micronutrientes Fe, Mn,
e Mo combinados sdo descritos como elementos que promovem O maior
crescimento de tecidos e plantas do que quando sdo somados seus efeitos

individuais (Neumann et al., 2009).

2.4.1.2. Carboidratos

A fonte de carbono (sacarose, glicose ou frutose) € um componente

muito importante no meio de cultura in vitro (FARIA et al., 2004). A sacarose €
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o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos, porque determina as mais
altas taxas de crescimento na maioria das espécies. A concentracdo de
sacarose também é um fator muito importante para se obter um crescimento
otimo, dependendo do explante. A concentracdo de sacarose mais utilizada é
3% (p/v) (CALDAS et al., 1998).

A sacarose também € o aglcar mais comumente utilizado na cultura de
sementes e mudas de orquideas. Ela confere o suporte para crescimento,
igualmente quando autoclavada ou em filtro de esterilizacdo, mas seus efeitos
podem variar dependendo das concentracdes. A proliferacdo de protocormos €
fortificada por altos niveis de sacarose, enquanto a organogénese é melhorada
com concentra¢des abaixo do ideal (ARDITTI e ERNST, 1984).

2.4.1.3. Agua de coco

7

A &gua de coco é muito utilizada no Brasil para consumo in natura,
principalmente na regido nordeste do pais. Dos frutos de coco, é possivel obter
alguns produtos comerciais, tais como leite de coco, dgua de coco e coco
ralado, que séo utilizados no preparo de produtos alimenticios. A agua de coco
comeca a ser produzida na fruta um més e meio apos a formacao da flor,
sendo que a melhor época para recolher o fruto € no sexto més de
crescimento, quando o volume maximo de agua é alcangado, correspondendo
a aproximadamente 25% do peso do fruto. Nesta fase, a agua de coco é
saborosa e rica em nutrientes, apresentando baixos niveis de gordura e, por
essa razdo, considerada uma excelente bebida isotdnica (RICHTER et al.
2005).

Os resultados do trabalho de Santoso et al. (1996) indicam que a agua
do coco kopyor (coco com formacdo anormal durante seu desenvolvimento
devido a uma mutac&o), coco jovem, ou a agua do coco maduro, pode ser
considerada uma bebida melhor do que a agua pura, pois contém varios
nutrientes. A agua do coco kopyor contém sacarose e aminoacidos em maiores
guantidades do que na agua do coco maduro. Os teores de sacarose, glicose,
frutose, acido citrico e malico foram superiores na parte comestivel,

endosperma solido, dos cocos maduros.
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Devido a estes importantes nutrientes que contém a agua de coco, ela
se tornou util para o cultivo in vitro. Entre 0os compostos importantes
encontrados na agua de coco, esta o mio-inositol e citocininas, bem como
nucleotideos e outros compostos organicos (CALDAS et al., 1998). Kerbauy
(1984) e Morales (2004) aconselham a utilizagdo da agua de coco para varias
espécies de orquideas cultivadas in vitro.

Estudos feitos por Lakshmanan et al. (1995) mostraram que na
concentracdo de 15% de agua de coco, adicionada a formulagdo nutritiva VW
(VACIN e WENT, 1949) proporcionou a formacdo de grupos de PLBs
(protocorms-like bodies), nas plantulas do hibrido Aranda Deborah no periodo
de 8 a 10 semanas. Gongalves (2006) conclui que, para estimular a
organogénese na germinagdo assimbiotica de culturas in vitro de Enciclia randii
€ recomendado a adicao de polpa de banana ou de 4gua de coco ao meio de
cultura KC e manter o cultivo com iluminagdo continua, a fim de aumentar a
producao inicial de mudas dessa espécie.

Roy e Banerjee (2003) demonstraram em seu trabalho que, para
manutengao de calos, meios contendo quantidades substanciais de auxina e
citocinina, suplementados com agua de coco, nao promoveram efeito
significativo no crescimento de PLBs e na capacidade de regeneracdo de
calos. Por outro lado, os efeitos da agua de coco na inducédo de calos foram
também examinados por Ishii et al. (1998), em meios de cultura basicos
complementados com 200 ml - L, com ou sem 40 g - L* de sacarose, e estes
autores obtiveram o maior niumero de calos formados em meios contendo agua
de coco e sacarose. Estes resultados demonstraram que a indugéo de calos foi
devido a sacarose no meio e a inducao foi reforcada pela adicdo da agua de
coco e reguladores de crescimento. Assim, a agua de coco e os reguladores de
crescimento tiveram o mesmo efeito.

Em estudo realizado com Cymbidium por Huan et al. (2004), ocorreu
formacdo de PLBs com meio de cultura livre de regulador de crescimento e
suplementado com agua de coco (200 ml - L), mas os PLBs formados eram
desuniformes. Lo et al. (2004a) verificaram em seu trabalho que o meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com agua de coco poderia

promover o crescimento de folhas (cerca de 3,5 folhas por planta).
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Na propagacédo in vitro de Epidendrum radicans foi verificado que o
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) enriquecido com 15% de agua de
coco, e reguladores de crescimento, aumentam a sobrevivéncia dessas
plantulas ex vitro (PATELI et al., 2003).

2.4.1.4. Polpa de banana

A banana é considerada uma excelente fonte de carboidratos,
minerais, aminodcidos, acidos graxos, niacina, vitaminas, celulose, fibras
alimentares, entre outras substancias. Novas substancias muito importantes
para a cultura de tecidos, encontradas recentemente na banana (Musa spp.),
foram as citocininas (GE et al., 2008).

De acordo com Arditti et al. (1982), a banana homogeneizada pode
melhorar o crescimento de plantulas e plantas de orquideas, dependendo do
meio de cultivo, de sua homogeneizacao, e do estagio de desenvolvimento do
fruto, ou seja, se o fruto € verde, intermediario ou maduro. O reforco no
crescimento pode variar, também, de acordo com a variedade da banana
utilizada, mas essas diferengcas ndo sao tao preocupantes. Normalmente,
utilizam-se de bananas nem muito maduras nem verdes (ARDITTI et al., 1982).
Outro fato relatado por Arditti et al. (1982) foi que a polpa de banana pode inibir
a germinacdo das sementes de orquideas, mas para a fase de plantula, com
folhas e raizes, ela pode ser acrescentada ao meio.

Alguns produtores homogeneizam a polpa da banana com seus meios
de cultura, tornando-os mais escuros, enquanto outros simplesmente
submergem fatias de banana nos frascos contendo o meio (SILVA et al., 2005).
Muitos meios contendo misturas complexas, principalmente leite de coco e
banana homogeneizada, tém sido utilizados para a obtencdo de PLB
(protocorm-like-bodies), ou raizes vindas posteriormente de plantulas (CHEN e
CHANG, 2001).

Vyas et al. (2009) tém argumentado que o uso de reguladores de
crescimento para as plantas é caro, por isso estes podem ser substituidos por
aditivos naturais com custo baixo, sendo uma fonte natural de minerais, bem
como aminoacidos, vitaminas, acucares e hormoénios de crescimento. Assim, 0

extrato de banana € um aditivo natural e muito conhecido por promover o
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crescimento de plantulas de Cattleya e também de Dendrobium tosaense
(ISLAM et al., 2000; LO et al., 2004a).

Os estudos feitos por Lo et al. (2004b) mostraram que em trés
espécies de plantas medicinais de Dendrobium sp. importantes, os aditivos
organicos, tais como o leite de coco, a banana e a batata homogeneizada,
acrescentados ao meio de cultura promoveu um maior crescimento de
plantulas e brotos.

Os resultados do trabalho de Gnasekaran et al. (2010) realizado com
suplementacdo de extratos organicos de quatro cultivares diferentes de
bananas, entre outros extratos, mostrou que nos meios 1/2 MS suplementados
com as bananas (10%), ocorreu méxima proliferacdo de PLB em Phalaenopsis
violacea.

Efeitos de diferentes aditivos no meio de cultura para crescimento in
vitro de plantulas de Dendrobium tosaense foram verificados em estudos
preliminares utilizando, além de outros suplementos, a banana homogeneizada
(8%), obtendo uma resposta de crescimento vigoroso no diametro do caule,
aumento da altura e peso fresco das plantulas (LO et al., 2004a).

Silva (2003) conclui em seu trabalho que a utilizacdo de polpa de
banana (75 g - L), combinada com carvéo ativado (200 mg - L), promove a
formacdo de maior nimero de brotos, maior comprimento médio do sistema
radicular e maior peso da matéria fresca das plantulas de Brassiocattleya
PASTORAL x Laeliocattleya AMBER GLOW.

O efeito positivo da adicdo da polpa de banana também foi observado
em estudos com Laelia tenebrosa, obtendo-se o maior conteddo de matéria
seca (STANCATO et al., 2008).

Islam et al. (2000) observaram em seus resultados com Cattleya que a
banana homogeneizada aumentou a germinagéo e o crescimento de plantulas.

Devido a banana interferir diretamente na composicdo do meio de
cultura basico, de um modo imprevisivel, devido a sua prépria composicao ser
diferente em relagédo a seus frutos, Huang et al. (2001) observaram que a
suplementacdo do meio MS suplementado com polpa de banana estimulou a
formacdo apenas de gemas caulinares e ndo de raizes nas plantulas de

Paphiopedilum.
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Torres et al. (2001) afirmam que a adicdo de polpa de banana promove
diferentes efeitos no cultivo in vitro, tais como espessamento do sistema

radicular, desenvolvimento da parte aérea e emisséo de brotos adventicios.

2.4.1.5. Reguladores de crescimento

Os principais reguladores de crescimento utilizados no cultivo in vitro
de plantas sdo as auxinas, citocininas, giberelinas e como um inibidor o acido
abscisico e o etileno (SANTOS-SEREJO et al., 2006).

Na cultura de tecidos, as auxinas e as citocininas sédo classes de
reguladores de crescimento mais utilizados na formacéo de raiz, parte aérea e
calo, sendo o crescimento regulado pela disponibilidade e interacdo dessas
duas classes de reguladores de crescimento (SKOOG e MILLER, 1957).

No trabalho realizado por Kalimuthu et al. (2007), eles registram que o
meio MS com determinadas concentracdes de reguladores de crescimento
vegetal influenciou positivamente a germinacdo de sementes, producédo de

protocormos, multiplicacédo de brotos e iniciacdo de raiz de Oncidium sp.

2.4.1.5.1. Auxinas

As auxinas pertencem ao grupo de substancias mais conhecidas entre
os reguladores do crescimento, estando relacionadas ao acido 3-indolacético
(AlA), que é naturalmente sintetizado pelas plantas. As auxinas naturais ou
sintéticas se caracterizam por favorecer o alongamento celular, modificando a
plasticidade das paredes celulares (HINOJOSA, 2000).

As vérias auxinas (AlA, IBA, NAA, e 2,4-D, entre outras) apresentam
respostas diferentes in vitro. O AIA é considerado uma auxina instavel, que se
degrada facilmente pela luz ou pela atividade microbiana que a transforma em
triptofano. Essa instabilidade, aliada a sua inativacdo ou destruicdo metabdlica
nas células, a torna uma auxina relativamente “fraca” comparada com o 2,4-D,
por exemplo (CALDAS et al., 1998).

Geralmente, as auxinas, tais como o acido indolacético (AlA), o acido
indolbutirico (IBA) e o acido naftalenoacético (NAA), aumentam a germinacao
de sementes e o crescimento de plantulas de orquideas (ARDITTI e ERNST,

1984). Em estudos feitos por Hadley e Harvais (1968), estes autores
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mostraram que o AlA sozinho, em todas as concentragdes utilizadas (0,25; 0,5
e 1mg- L%, impediu a germinacdo, retardou o crescimento e reduziu a
sobrevida de Orchis purpurella. Mas, em relagdo aos protocormos, ocorreu um
maior alongamento dessas estruturas nos niveis mais elevados de AlA.

O crescimento e a proliferacdo de rizomas de Cymbidium aloifolium
foram estimulados pela adicdo de auxinas (NAA, IBA e AIA) no meio, sendo
que a auxina NAA (5.0 mg - L) foi a que mais estimulou a proliferacdo de
rizomas, e 0 AlA foi a auxina que menos estimulou (NAYAK et al., 1998).

Krapiec et al. (2003) obtiveram como resultado na utlizagcdo de
combinagdes de auxina e citocininas (IBA e 6-BA), maior freqiiéncia de indugéo
de brotos, sendo a combinacdo de IBA com 6-BA a mais efetiva para a
multiplicacéo in vitro de Cattleya walkeriana, usando plantulas como explantes.

No trabalho realizado por Chen e Chang (2001), foi mostrado que as
auxinas utilizadas (AIA, IBA, NAA, e 2,4-D) para formagcdo de embrides em
explantes foliares retardaram esta formacéo em Oncidium ‘Gower Ramsey’.

Kerbauy (1983), utilizando a auxina ANA, peptona, tiamina e agua de
coco, em Catasetum, verificaram que, em quaisquer dos meios testados, 0
NAA apresentou forte tendéncia a indugdo de calos, sendo estes verde-
amarelados, apresentando um efeito sensivel sobre a inducéo, principalmente

na presenca de agua de coco (15%) e peptona (1g - LY.

2.4.1.5.2. Citocininas

As citocininas sao reguladores vegetais que participam ativamente dos
processos de divisdo e diferenciacao celular, particularmente em experimentos
de cultura de tecidos (CID, 2000). Em células de animais, algumas citocininas
sao relatadas como anti-carcinogénicas e antienvelhecimentos, além de efeitos
antitrombdéticos (Ge et al., 2008).

Utilizando algumas citocininas, tais como: N°-2-isopentenil-adenina
(2ip), Z {6 [4-hidroxi-3-metilbut-trans-2-enil] aminopurina} (zeatina), N°-
furfurilaminopurina (cinetina), N°®-benziladenina (6-BA) e N-fenil-N- 1,2,3 —
thidiazol-5-il uréia (Thidiazuron, TDZ), Chen e Chang (2001) verificaram que
todas elas promoviam formacdo de embrido em explantes foliares, sendo seu

maior nimero em meio de cultura contendo 1 mg - L* de TDZ.
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A influéncia das citocininas no crescimento e proliferagcdo de rizomas
de Cymbidium aloifolium foi consideravelmente reduzida quando as auxinas
substituiam as citocininas, sendo que, das duas citocininas testadas (BA, KIN),
BA foi mais efetiva na inducdo de diferenciacédo de brotos (NAYAK et al., 1998).

Em meios de cultura suplementados unicamente com BA ou ANA, foi
observado aumento do numero de explantes de Cymbidium, o qual produziu
PLB em altas concentracdes de ambos os tipos de reguladores de crescimento
(BEGUM et al., 1994). O efeito benéfico da citocinina sobre a formacédo de
protocormaides, ou protocormos, parece ocorrer ap0s periodos prolongados de
cultura, ocasido em que estas apresentam nitidos sintomas de senescéncia in
vitro (KERBAUY, 1993).

2.4.2. pH

O pH é a medida do potencial hidrogeniénico em uma solu¢céo aquosa,
podendo interferir na integridade celular e conseqientemente na
disponibilidade dos nutrientes e substancias reguladoras de crescimento.
Também pode interferir nas propriedades gelificante, restringindo a sua faixa
de uso em 5,0 — 6,5 (TORRES et al., 2001). O ajuste do pH do meio nutritivo
normalmente é realizado com HCl ou NaOH, apés a adicdo de todos os
componentes no meio de cultura (CALDAS et al., 1998).

Arditti et al. (1982) e Pasqual (2001) argumentam que o pH do meio de
cultura é responsavel pela manutencéo da solubilidade dos sais. Normalmente,
o pH apropriado para a germinacao de sementes de orquideas deve ser entre
4,8 e 5,5. O meio pode nao ser solidificado em pH muito abaixo de 4,0 e, além
disso, o crescimento das plantulas pode ser inibido quando o pH é menor que
4,0 ou maior que 8,0.

Nos mais variados tipos de meios de cultura utilizados para o cultivo de
orquideas, observa-se uma grande variagcdo nos valores de pH, ajustados
antes da autoclavagem ou esterilizac&o por filtragem (MORALES, 2004).

Pierik et al. (1988), ao analisararem diferentes pHs (5,5; 6,0; 6,5; e 7,0),
verificaram bom desenvolvimento de Paphiopedilum ciliolar Pfitz em pH menor

que 7,0 e observaram a inibicdo do crescimento no pH 7,0, provavelmente por
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esse valor chegar préximo ao valor de pH 8,0, que inibe o crescimento das
plantulas.

Skirvin et al. (1986) relataram em seu trabalho que existem diferencas
significativas entre os valores iniciais de pH e os valores de pH apds a
autoclavagem, estando especialmente na faixa de 5,7 a 8,5, sendo esse efeito
observado com ou sem agar. Além disso, os autores relataram também que,
com o passar do tempo, o pH do meio de cultura sofre alteracdo para a faixa
acida do pH.

Ao utilizar sementes de um hibrido de Cattleya e de Cattleya skinneri,
Knudson (1951) concluiu que, se o pH inicial da solucdo do meio de cultura
estiver abaixo de pH 4,5, as sementes de Cattleya ndo irdo germinar e,
certamente, no pH inicial abaixo de 4,0, as sementes de muitos géneros podem

ser mortas, em razao desse pH muito acido.

2.4.3. lluminacao

O periodo de exposicao diaria a luz, ou fotoperiodo, € necessario para
0 6timo crescimento e desenvolvimento in vitro. Para a maioria das espécies, 0
fotoperiodo de 16 horas tem se mostrado satisfatério, utilizando-se de
lampadas fluorescentes branca-fria ou gro-lux e, para Murashige (1977), a
iluminacdo continua ndo € recomendada para a maioria das espécies
(TORRES et al., 2001).

Poole e Seeley (1977), trabalhando com pequenas plantas de Cattleya,
Cymbidium e Phalaenopsis, concluiram em seu trabalho que o efeito da
intensidade da iluminag&o parece ser mais importante do que a fonte de luz ou
até algumas préticas culturais. Assim, a fonte de luz e a qualidade pode se
tornar mais importante que outras praticas.

As orquideas podem crescer em presenca de luz ou no escuro
continuo, ou ainda em periodos de luz (fotoperiodo) de varias duracdes. O
fotoperiodo apropriado deve ser testado experimentalmente para géneros e
espécies que ndo tenham sido trabalhados antes (ARDITTI et al., 1982;
ARDITTI e ERNST, 1993).

Erig e Schuch (2005), procurando determinar um possivel tipo mais

ativo de luz, do que a luz branca, de forma a aumentar a eficiéncia da
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multiplicacéo in vitro de framboeseira “Batum”, testaram cinco tipos diferentes
de luz: luz— branca (controle), vermelha, amarela, azul e verde, observando
que a multiplicacdo € aumentada com a luz verde, embora a luz branca seja a
mais utilizada na cultura de tecidos.

De acordo com Torres et al. (2001), a adequacao do fotoperiodo das
culturas € necesséaria para o Otimo crescimento e desenvolvimento dos
explantes in vitro. O inicio de determinado processo morfogenético é
manifestado quando as culturas sdo expostas a uma duracdo adequada de

comprimento do dia.

2.4.4. Temperatura

Véarios estudos indicam que o0s processos morfogenéticos exigem
flutuagéo diurna/noturna de temperaturas. Em geral, as salas de crescimento
sdo mantidas em temperatura de 25 °C e 27 °C, por meio de ar condicionado.
Em muitos laboratorios, espécies tropicais e subtropicais sdo mantidas em
temperatura pouco mais elevadas, em torno de 27 °C e 29 °C, que as de clima
temperado, que sdo mantidas em 20 °C e 22 °C (TORRES et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi constituido de um experimento com plantulas do
hibrido Laleiacattleya, obtido pelo cruzamento espécies (Hadrolaelia purpurata
Lindl. (Chiron; Castro) x Cattleya intermedia Grah.)(Figura 3), realizado no
Laboratério de Cultura de orquideas do Museu Dinamico Interdisplinar (bloco O
— 33) da Universidade Estadual de Maringda, estado do Parana.

As plantulas, com seis meses de idade, foram obtidas de sementes
germinadas in vitro do hibrido de Laeliacattleya, em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), com a concentracao reduzida pela metade (%2 MS) e contendo
0,3% de carvao ativado. A germinacao destas sementes foi realizada no
Orquidario do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de

Londrina, estado do Paranaa.

Figura 3 - LC schilleriana (Laelia purpurata X Cattleya intermedia).
Fonte: http://www.sborchid.com/plantdisplay.php?ocode=CCA2312.

O meio de cultura basico utilizado para a inoculacdo das plantulas de
Laeliacattleya foi a formulacédo “C” de Knudson (KUNUDSON, 1946). Este meio
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KC foi suplementado com reguladores de crescimento, em combinagdes
dialélicas de auxinas, acido naftalenoacético (NAA) e acido indol-3-butirico
(IBA), com as citocininas, N°®-benziladenina (6BA) e N°®-furfurilaminopurina
(KIN); a polpa de banana, da variedade “nanica” e a agua de coco in natura
também foram usadas como suplementos no meio KC, para a analise do

crescimento e desenvolvimento de plantulas do hibrido Laeliacattleya.

3.1. Efeitos de reguladores de crescimento, banana e agua de coco no
crescimento e desenvolvimento do hibrido Laeliacattleya (Hadrolaelia
purpurata Lindl. (Chiron; Castro) x Cattleya intermedia Grah.)

Para analisar o efeito dos reguladores de crescimento no
desenvolvimento das plantulas do hibrido Laeliacattleya, os reguladores foram
utilizados nas concentracdes de zero, 0,5; 1,0 e 1,5 mg-L™, nas combinacées
dialélicas (auxina x citocininas) (IBA) x (6BA); (IBA) x (KIN); (NAA) x (6BA);
(NAA) x (KIN). A polpa de banana foi usada na concentracdo de 90 g - L*, e a
agua de coco foi usada na concentracédo 100 ml - L™.

O meio basico de Knudson “C” (1946) (meio KC) foi o meio utilizado
para a adi¢cdo dos reguladores de crescimento, polpa de banana, agua de coco,
com 50 ml de meio por vidro. O numero de replicas foi quatro e o0 niumero de
plantulas por replica foi dez. Foram analisadas quarenta plantulas por
tratamento. No ensaio proposto, o pH de todos os meios de cultura foi ajustado
com KOH (1N) ou HCI (50%) para 5,3 antes da adicdo de 6,5 g - L™ de &gar e
20 g - L' de sacarose.

Os meios foram autoclavados por 20 minutos sob presséao de 1 atm. Ao
término do periodo do experimento (oito meses), foram verificados os valores
de pH final alcancados pelos meios nutritivos onde foram cultivadas as
plantulas.

A polpa de banana adicionada foi homogeneizada no liquidificador,
com 50 ml de agua destilada, e acrescentada em 950 ml do meio KC. A adicéo
de agua de coco é feita em 900 ml do meio KC. A polpa de banana foi
acrescentada ao meio e a agua de coco substituiu 100 ml de dgua do meio KC.

Apos a transferéncia das plantulas, as réplicas foram mantidas em sala
climatizada, com temperatura de 25 + 2 °C, sob luz continua, usando lampadas

fluorescentes.
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3.2. Conducdes dos experimentos e coleta de dados

ApoOs oito meses, foi medido os valores do pH final dos meios nutritivos
das plantulas do hibrido Laeliacattleya. Foram observadas as seguintes
variaveis: numero de folhas (NF) e de raizes (NR), comprimento das maiores
folhas (CF) e maiores raizes (CR) e o numero de brotos (NB).

Posteriormente ao periodo do experimento, as plantulas foram
aclimatadas em garrafas pets (Tereftalato de polietileno), contendo areia no
fundo e l1a de rocha entre as plantulas, inicialmente no Orquidario da
Universidade Estadual de Maring4, em temperatura ambiente.

O delineamento experimental foi em blocos e os dados foram
analisados estatisticamente, utilizando o programa SAS (System for Windows
V8) em nivel de 1% e 5% de probabilidade, pelo teste F e o Teste de Tukey

com 5% da probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da adicéo de reguladores de crescimento  , 4gua de coco e polpa
de banana, em meio “KC” para o desenvolvimento de r  aizes e folhas em
plantulas do hibrido Laeliacattleya (Hadrolaelia purpurata Lindl. (Chiron;
Castro) x Cattleya intermedia Grah.)

A adicdo de diferentes concentragdes de reguladores de crescimento, a
agua de coco e a polpa de banana em meio “KC”, estimulou positivamente as
plantulas do hibrido de Laeliacattleya apds o primeiro més de cultivo in vitro.
Nos demais meses, foi observado um maior crescimento e desenvolvimento
das plantulas em meio contendo a polpa de banana e em alguns meios
contendo reguladores de crescimento como NAA x KIN.

A andlise das culturas assimbidticas de plantulas do hibrido
Laeliacattleya revelou que a suplementacdo por reguladores de crescimento
(ANA; 6-BA; KIN; IBA), agua de coco e polpa de banana ao meio de cultura
KC, interferiu de forma significativa nas caracteristicas morfoloégicas analisadas:
namero de raizes (NR), numero de folhas (NF), comprimento de raizes (CR) e

comprimento de folhas (CF) (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise de variancia para as caracteristicas NR (niumero de raizes),
NF (numero de folhas), comprimento das raizes (CR), e comprimento de folhas
(CF) de plantulas do hibrido Laeliacattleya, cultivadas em meio KC
suplementados com combinacées dialélicas de 0,0; 0,5; 1,0; e 1,5 mg - L™ de
IBA x 6-BA, IBA x KIN, NAA x 6-BA, NAA x KIN, com 100 ml de agua de coco,
e com 90 g - L* de polpa de banana, ap6s 8 meses da inoculagéo

Fontes de Variacao GL NR NF CR CF
Concentragao 17  42,5595**  22,0963** 107,3482** 6,0354**
Tipo de suplemento 3 157,5811* 101,9126** 878,8767** 11,2468**

concentragao xTIpO 45 17 gg3ge+ 30739 24,4916  0,8415%
de suplemento

Residuo 24 2,2898 1,0199 4,5113 0,1947

CV (%) 29,24 21,99 50,76 31,22

** Significativo em nivel de 1 % de probabilidade, teste F. NS: ndo significativo.
* Significativo em nivel de 5 % de probabilidade, teste F. NS: néo significativo.

O efeito dos reguladores de crescimento bem como agua de coco e

polpa de banana no meio KC para o cultivo in vitro do hibrido Laeliacattleya,
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para as variaveis NR, NF, CR, e CF, determinou deferentes valores no teste de
média em nivel de 5% de probabilidade (Tabela 3).

O numero de raizes das plantulas do hibrido Laeliacattleya,
representado pela variavel NR foi superior nas plantulas que se desenvolveram
em meio de cultura KC suplementado com polpa de banana, indicando que a
adicdo da polpa de banana promoveu a inducdo de um maior nimero de raizes
(Tabela 3). Vyas et al. (2009) verificaram que, utilizando a polpa de banana
(12,5%) no cultivo de brotos de Dendrobium lituiflorum, levou a multiplicacéo,
ao alongamento e a um vigoroso enraizamento. O efeito positivo da adicdo de
polpa de banana para a inducdo de raizes no hibrido Laeliacattleya ¢ um
resultado contrastante com as evidéncias descritas para espécies de orquideas
terrestres do género Paphiopedilum, em que a adicdo de polpa de banana ao
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) determinou o desenvolvimento de
gemas caulinares, mas nao de raizes (HUANG et al., 2001). Isso indica que o
efeito positivo da adicdo de polpa de bananas em meios de cultivo de
orquideas é dependente da espécie de orquidea.

A utilizacdo da polpa de banana no cultivo in vitro de orquideas
também tem sido relacionada a processos de inibicdo da germinagcdo de
sementes (ARDITTI et al., 1982). E recomendada apenas na fase de plantulas
para o desenvolvimento de partes aéreas e radiculares (SHIAU et al., 2002).

O efeito da adicédo da agua de coco mostrado na Figura 5 indicou que a
adicdo deste suplemento ao meio KC estimulou a producao de folhas (NF =
7,30; Tabela 3). Arditti et al., 1982 justificam o efeito positivo da adicdo de agua
de coco ao meio de cultura, devido a presenca da zeatina ribosideo identificado
por Kobayashi et al. (1997), com efeitos analogos ao de citocinina. Em seu
trabalho, Lo et al. (2004a) observaram que o0 meio MS suplementado com agua
de coco poderia promover aumento no numero de folhas (cerca de 3,5 folhas
por planta), fato também observado nas plantulas Laeliacattleya no presente
estudo.

A Tabela 3 mostra também que em relacdo as outras caracteristicas
(NR, CR, CF) a suplementacdo com &4gua de coco determinou valores menores
gue os encontrados no meio basico (KC). Assim, a adicdo de agua de coco aos
meios de cultura parece simular um efeito de adicdo de citocinina que inibe a

formacado de raizes e a dominancia apical e pode estimular o crescimento de
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partes aéreas, resultando na formagdo de multiplos brotos (TRIGIANO e
GRAY, 2005). A acdo da agua de coco também tem sido apontada como
estando relacionada simplesmente a uma acdo antioxidante deste aditivo
complexo, evitando o escurecimento e a morte dos tecidos em conseqiéncia
da liberacdo de fendis e/ou quinonas produzidos pelos explantes (DIXON,
1985; OLIVEIRA et al., 1995). Segundo Mantena et al. (2003), esta propriedade
antioxidante, verificada principalmente na agua de coco in natura, diminui
drasticamente com os tratamentos térmicos, acidos ou alcalinos e com o grau
de maturacdo dos frutos. Assim, essa atividade protetora da agua de coco
pode ser em parte atribuida a presenca da vitamina C em sua composi¢éao,
embora mais de um principio ativo possa estar envolvido (CARVALHO, et al.,
2006).

Tabela 3 - Teste de média para as variaveis NR (numero de raizes), NF
(nimero de folhas), CR (comprimento das raizes), e CF (comprimento de
folhas), das plantulas do hibrido Laeliacattleya, cultivadas em meio KC
suplementados com combinacées dialélicas de 0,0; 0,5; 1,0; e 1,5 mg - L™ de
IBA x 6-BA, IBA x KIN, NAA x 6-BA, NAA x KIN, com 90 g - L™ de polpa de
banana e 100 mL de agua de coco, apds 8 meses da inoculacéo

Concentractes

@ LY NR NF CR CF

0,0x0,0 5,7750 ° 4,30 bed 6,10° 1,6850 "
0,0x0,5 5,3 bede 4,2625 ™ 3,9725 ¢ 1,3063 ¢
0,0x 1,0 4,9813 ¢ 4,40 bcd 3,6169f 1,3582
0,0x1,5 4,9375 ¢ 4,1625 ¢ 3,6660 1,3025 ¢
0,5x 0,0 5,8575 P 4,7250 ™ 4,9850 % 1,5458 b°
0,5x0,5 4,80° 4,6750 ™ 3,9535° 1,2805 ¢
0,5x1,0 4,9188 ¢ 4,6813 " 3,5556 f 1,2974 ¢
05x1,5 4,7063 ¢ 4,4875 b 3,5815f 1,2754 ¢
1,0x0,0 5,1250 bede 4,6375 b 5,0867 o 1,7403°
1,0x0,5 5,70 4,4688 4,2532 % 1,2754 ¢
1,0x 1,0 5,1938 Pede 4,7750 ° 3,8775° 1,3308 ¢
1,0x1,5 5,15 Pede 4,5063 P« 3,7283 1 1,3418 “
1,5x0,0 5,6750 > 4,70 ¢ 5,2763 ¢ 1,7573°
1,5x0,5 4,9938 ¢ 4,45 bed 4,1269 % 1,3884
1,5x1,0 4,9588 % 4,6188 o 4,0139 ¢ 1,3931
15x1,5 5,2875 Pede 4,7563° 3.9919 ©f 1,3431°
ggﬁ;neapo'pa 7.352 4,50 P 8,6525 @ 2.44502
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Tabela 3, cont...

100 mi agua de 260" 7302 2.0750 9 1,3375 @
Tipo de suplemento

Meio KC 5,7750 ° 4,30 % 6,10 " 1,6850°
IBA x 6-BA 4,5967 ¢ 4,0067 ¢ 3,0147 % 1,2926 ¢
IBA x KIN 5,8033° 4,4983 ¢ 55712 ™ 1,5275
NAA x 6-BA 4,975 4,7417 ™ 3,2277 ¢ 1,2576 ¢
NAA x KIN 5,3117 ™ 4,9883° 4,6495 © 1,4937 *°
Polpa de banana 7,35° 450° 8,6525 ? 2,4450°
Agua de coco 2,60° 7,30° 2,0750 °© 1,3375

Médias seguidas pelas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo
Teste de Tukey.

O menor ndmero de raizes foi observado no meio de cultura
suplementado com agua de coco (NR = 2,6), enquanto a adicdo de polpa de
banana estimulou a formacg&o (NR) e o crescimento (CR) de raizes e também o
crescimento das folhas (CF). O efeito positivo da 4gua de coco foi observado

apenas para a formacgéao de folhas (NF) nas plantulas do hibrido Laeliacattleya.

Figura 4 - Cultura do hibrido Laeliacattleya (Hadrolaelia purpurata x Cattleya
intermedia) em meio KC sem suplementos (A),suplementado com agua de
coco (100ml- L) (B), polpa de banana (90 g - L) (C) e reguladores de
crescimento NAA x KIN (1,0 — 1,0 - mg L") (D).
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As figuras 4a, b, ¢ e d ilustram os diferentes crescimentos e
desenvolvimentos das plantas do hibrido Laeliacattleya nos distintos meios:
“KC” na auséncia de suplemento; em meio “KC” suplementado com agua de
coco; em meio “KC” suplementado com polpa de banana;, e em meio
suplementado com reguladores de crescimento, respectivamente.

A adicao de diferentes concentracfes de IBA e KIN também estimulou
a inducéo de raizes e o crescimento das raizes e das folhas nas plantulas do
hibrido Laeliacattleya. No trabalho realizado por Nayak et al. (1997), dentre as
auxinas testadas para a indugéo de raizes, IBA foi o mais eficiente, induzindo o
enraizamento em 96% dos brotos. Embora as combinagcdes de IBA e KIN
tenham estimulado o desenvolvimento das plantulas no mesmo sentido do
observado para o efeito da adicdo de polpa de banana no meio basico KC, os
efeitos das combinacgbes dos reguladores de crescimento obtiveram menores
valores que os efeitos da adicdo de polpa de banana. Nos meios nutritivos
suplementados com polpa de banana para o desenvolvimento de trés espécies
de orquideas, Stancato et al. (2008) também observou que nesses meios
ocorreram o maior crescimento, com maior acumulo de matéria seca total.

O numero de raizes formadas, o comprimento das raizes e das folhas
nas plantulas do hibrido Laeliacattleya foram maiores no meio de cultura
contendo polpa de banana do que o observado no meio contendo as
combinacgdes dos reguladores de crescimento IBA e KIN, IBA e 6BA, NAA e
KIN, ou NAA e 6BA. A adicdo de 0,5;1,0e 1,5 mg - L™ de auxina (IBA ou NAA)
na auséncia de citocinina (KIN e 6BA), estimulou a formacédo de raizes e
promoveu 0 crescimento das raizes e das folhas, mas este efeito ndo foi
considerado como significativamente maior quando comparado com o0
desenvolvimento das plantulas no meio KC sem a adicdo de qualquer tipo de
suplemento. Auxinas estimulam a formacdo de raizes, mas podem inibir o
crescimento destas durante a cultura porque altas concentracdes de auxinas
podem ser toxicas por estimular a producédo de etileno, que inibe o crescimento
(TRIGIANO e GRAY, 2005). Nas plantulas de Laeliacattleya mantidas em meio
KC contendo IBA, na auséncia de citocinina, também ha uma indicacdo de que
concentracdes mais altas do que 0,5 mg - L de IBA inibe a formacédo de
raizes. A concentracdo mais alta de IBA (1,5 mg - L"), na auséncia de KIN ou

6BA, parece estimular somente o crescimento das partes aéreas (CF).
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As auxinas IBA e NAA foram igualmente eficientes para promover o
crescimento das raizes nas plantulas de Laeliacattleya, nas 3 concentracdes
usadas (1,0 — 0,0 mg - L™"). Mas IBA parece mais eficiente do que NAA para
induzir a formacédo de raizes e para promover o crescimento das folhas,
enquanto o NAA foi mais eficiente do que IBA para induzir a formagédo das
partes aéreas. Em outra espécie de orquidea, Cymbidium aloifolium, altas
concentracdes de NAA (5,0 mg - L) tem sido apontada como efetiva para
induzir a formacdo de raizes (NAYAK et al., 1998). Estas evidéncias
contrastantes mostram o efeito diferencial de concentragdes de NAA em
espécies diferentes de orquideas; o efeito de altas concentracbes de NAA é
dependente da espécie de orquidea considerada.

A adicao de citocininas (KIN e 6BA) na auséncia de auxinas (IBA e
NAA) promoveu um desenvolvimento menor do que o verificado no meio KC
sem a adi¢do de suplementos. No meio suplementado com KIN foi verificado
maior numero de raizes e folhas que o verificado no meio suplementado com
6BA e também maior crescimento destas estruturas nas 3 concentracdes, mas
estes valores ndo foram maiores do que o verificado nas plantulas mantidas no
meio KC na auséncia das auxinas e citocininas. Estas evidéncias sustentam a
proposicao de um efeito negativo de citocininas para a formacgao e crescimento
de raizes em plantulas cultivadas in vitro (TRIGIANO e GRAY, 2005). Reski et
al. (2006) descreveram que, em meios contendo altas concentracdes de KIN,
as células sdo estimuladas a transitar mais rapidamente da fase G1 para S no
ciclo celular, de forma que a sintese de varias proteinas no periodo G1 deixam
de ser sintetizadas. Estas proteinas sintetizadas no final da fase G1 tem sido
descritas como estando relacionadas a processos de diferenciacdo celular. A
falta destas proteinas faz diminuir a chance de ocorrer diferenciagéo celular em
tecidos formados por células expostas em concentracdes altas de KIN (RESKI
et al., 2006). Em células meristematicas de Datura innoxia e Daucus carota, a
fase G1 ocorre num tempo menor quando se adiciona KIN no meio, enquanto
as fases S, G2 e M continuam inalteradas. Nestas células o ciclo celular é mais
rapido e diminui o nimero de células (de 30 para 10%) que se diferenciam
retardando, por exemplo, 0s eventos de rizogénese.

A diminuicdo da sintese de proteinas no periodo G1 de células em

presenca de KIN tem sido justificada como sendo devido a interferéncia de

30



micro RNAs de interferéncia (mi RNA) que suprimem ou inativam RNAs apos a
sua transcricao (WINKLER, 2005; THORE et al., 2006). De acordo com Thore
et al. (2006), pequenas moléculas efetores podem se ligar em sitios de
moléculas de mRNA, provocando uma alteracdo estrutural destes mRNA. Os
efetores que se ligam ao mMRNA podem ser metabdlitos semelhantes a
aminoacidos, vitaminas, nucleotideos, coenzimas, reguladores de crescimento,
tais como IAA ou KIN. Quando um destes metabdlitos se liga, ocorre uma
aleracdo na estrutura do mRNA que impede a ligacdo dos efetores da traducéo
na sequencia sinal de expressdo do mRNA, impedindo a producéo da proteina.

O efeito positivo de citocininas tem sido descrito por Trigiano e Gray
(2005) como estado relacionado com a formacdo de brotos. Em orquideas,
Duan et al. (1996) também verificou utilizando BA na propagacdo de
Phalaenopsis, que o tratamento com BA aumentou em 3,7 0 nimero de gemas
formadas por explantes e promoveu o alongamento de caule em 37% quando
comparado com 0s seus controles. Em outra espécie de orquidea, Cymbidium
aloifolium, a suplementacdo de meio de cultura com BA também foi positiva

para induzir a formacéo e diferenciacéo de brotos (NAYAK et al., 1998).

4.2. Efeito da adicao de reguladores de crescimento , 4gua de coco e polpa
de banana, em meio “KC” para o desenvolvimento de b rotos em plantulas
do hibrido Laeliacattleya (Hadrolaelia purpurata Lindl. (Chiron; Castro) x
Cattleya intermedia Grah.), e analise das variacbes de pH dos meios de
cultura

A andlise da variancia para comparar o efeito da adicdo de reguladores
de crescimento, agua de coco e polpa de banana, no meio KC, para o
desenvolvimento de brotos em plantulas do hibrido Laeliacattleya e para as
variacfes de pH nos meios de cultura mostrou que as diferencas no niamero de
brotos e de valores de pH foram significativas em nivel de 1% de probabilidade,
pelo teste F (Tabela 4).

O numero de brotos formados nas plantulas do hibrido Laeliacattleya
foi maior no meio KC contendo combinacdes de auxinas e citocininas e adi¢ao
dos suplementos agua de coco e polpa de banana (Tabela 5). O menor nimero
de brotos foi observado nas plantulas mantidas no meio KC sem a adicdo de
suplementos. O namero médio de brotos formados foi maior nas plantulas

inoculadas no meio KC suplementado com combinacdes de NAA e 6BA, de
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NAA e KIN, e nas plantulas mantidas em meio contendo agua de coco e polpa
de banana. Estes resultados indicam que, enquanto as combinacdes de IBA e
KIN foram efetivas para induzir e promover o crescimento de raizes e o
crescimento de folhas nas plantulas do hibrido Laeliacattleya, as combinacgfes
de NAA x 6BA, e NAA x KIN foram adequadas para induzir a formacéo de
brotos. O maior nimero de brotos foi verificado nas plantulas mantidas em
meio KC contendo as combinagées 1,0 mg - L™ de NAA x 0,5 mg - L* de 6BA
ouKIN, 1,0mg - L* de NAAx 1,5 mg - L*de 6BA ou KIN, 1,5 mg - L™ de NAA x
1,0 mg - L' de 6BA ou KIN, ou em meio KC contendo 0,5 mg - L™* de 6BA ou
KIN, sem a adicdo de auxinas (Tabela 5). Nayak et al. (1997) observou que a
adicdo de uma citocinina (KIN, 6BA) foi essencial para induzir a formacao de
brotos nos explantes de Acampe praemorsa, sendo que a combinagao de ANA
e 6BA promoveu o crescimento dos brotos, bem como a expanséo foliar. O
efeito positivo da adicdo de KIN ao meio de cultivo para regeneracdo de
plantas de uma espécie de Dendrobium, estudado por Khosravi et al. (2008),
também pode ser estendido para o crescimento das raizes e desenvolvimento
(inducéo e crescimento) das partes aéreas nas plantulas de Laeliacattleya.

O efeito da adicdo de ANA x 6-BA para a variavel numero de brotos
(NB = 5,5167) foi maior do que o observado com a adi¢cdo de combinacdes de
NAA x KIN, IBA x KIN, ou IBA x 6BA (Tabela 5). Parvin et al. (2009) encontrou
em Dendrobium sp. maiores numeros de brotos com a utilizacdo de de 0,1mg -
L™ de ANA (NB = 8,83).

Tabela 4 - Analise de variancia para a caracteristica NB (numero de brotos)
formados nas plantulas do hibrido Laeliacattleya, cultivadas em meio KC
suplementados com combinacées dialélicas de 0,0; 0,5; 1,0; e 1,5 mg - L™ de
IBA x 6-BA, IBA x KIN, NAA x 6-BA, NAA x KIN, com 90 mg - L™ de polpa de
banana e 100 ml - L™ de &gua de coco, e variacdo do pH do meio apés 8
meses da inoculacéo

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de Variacéo GL NB pH
Concentracao 17 8,6685** 1,2953**
Suplementos 3 229,8486** 16,4859**
Concentracao X Suplementos 42 9,6456** 1,2953**
Residuo 251 3,4563 0,0754
CV (%) 59,37 7,97

** Significativo em nivel de 1 % de probabilidade, teste F.
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A andlise das concentragdes na combinacdo ANA x 6BA, comparadas
a adicdo de banana e agua de coco, mostrou que o numero de brotos foi maior
nas plantulas de Laeliacattleya mantidas no meio contendo agua de coco (3,25)
e banana (3,25) e nos meios contendo apenas as concentracdes de 0,5 e 1,5
mg - L* de 6BA (1,75 brotos/plantula), sem a adicdo de ANA, indicando
também que a adi¢cdo de auxinas pode ser dispensavel para induzir brotacdes
nos hibridos de Laeliacattleya. Por outro lado, fica evidente o efeito positivo e
pronunciado da adi¢cdo de agua de coco para induzir a formacao de brotos nos
hibridos de Laeliacattleya.

O maior valor de pH foi detectado no meio de cultura suplementado
com agua de coco (4,6025) e o de menor magnitude foi suplementado com
polpa de banana (2,7450) (Tabela 5). Desta forma, as variacdes de pH no meio
suplementado com agua de coco foram menores do que as variacbes
registradas no meio de cultura KC contendo as diferentes concentragdes de
auxinas e citocininas, ou contendo polpa de banana, ou na auséncia de
qualquer um dos suplementos (Tabela 5). Devido ao pH inicial ser de 5,3,

quanto mais proximo desse valor menor a sua variacao.

Tabela 5 - Teste de média para as variaveis NB (numero de brotos) e pH, das
plantulas do hibrido Laeliacattleya, cultivadas em meio KC suplementados com
combinac6es dialélicas de 0,0; 0,5; 1,0; e 1,5 mg - L de IBA x 6-BA, IBA x KIN,
NAA x 6-BA, NAA x KIN, com 90 g - L™ de polpa de banana e 100 mL de agua
de coco, apds 8 meses da inoculacéo

Concentracgoes NB pH
(g-LY

0,0 x 0,0 1,0000¢ 2,7525¢
0,0x 0,5 2,8750% 3,4525"
0,0x1,0 4,37502 3,4913"
0,0x1,5 2,500%" 3,4613"
0,5x 0,0 3,1875® 2,8913¢
0,5x0,5 3,6875% 3,5488°
0,5x1,0 3,0000% 3,6231°
0,5x1,5 2,5625%" 3,5144"°
1,0 x 0,0 2,4375® 3,0988°
1,0 x 0,5 4,56252 3,4681"°
1,0x 1,0 3,1250%° 3,7456°
1,0x 1,5 3,87502 3,7125°
1,5x0,0 2,4375% 3,0969
1,5x0,5 3,87502 3,6094"
1,5x 1,0 2,3125% 3,5031"°
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Tabela 5, cont...

1,5x1,5 2,7500%" 3,5381°
90g polpa banana 3,2500% 2,7450°
150 ml agua de coco 3,7800% 4,60252
Tipo de suplemento

Meio KC 1,0000¢ 2,7525¢
IBA x 6-BA 1,8833" 3,8452°
IBA x KIN 1,2500° 2,7540°
NAA x 6-BA 5,51672 3,8638°
NAA x KIN 3,9667% 3,3383°
Polpa de banana 3,5002° 2,7450°
Agua de coco 3,7500%° 4,6025°

Médias seguidas pelas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo
Teste de Tukey.

As variacbes de pH no meio suplementado com as diferentes
combinacdes de auxinas e citocininas também foram menores do que a
variacdo observada no meio KC sem a adicdo de suplementos. As maiores
variacfes de pH no meio de cultura foram verificadas nos meios de cultura sem
suplementos ou contendo polpa de banana, ou nas combinacdes de IBA e KIN.

De acordo com Vacin e Went (1949), os meios de cultura geralmente
utiizados para germinacdo assimbidtica de sementes de orquideas sé&o
fracamente tamponados, tanto que, quando se inicia 0 crescimento das
plantas, o valor do pH cai abaixo do nivel 6timo para o crescimento,
provavelmente devido a liberacdo de compostos, pela propria planta, para
talvez conseguir obter maior aproveitamento dos minerais disponiveis. Mesmo
ajustado, o pH apdés a autoclavagem, pode influenciar diretamente no
desenvolvimento dos tecidos vegetais in vitro (ARDITTI e ERNST, 1993).

4.3. Processo de aclimatacédo e desenvolvimento das plantulas do hibrido
Laeliacattleya (Hadrolaelia purpurata Lindl. (Chiron; Castro) x Cattleya
intermedia Grah.) ex vitro.

A sobrevivéncia no processo de aclimatacdo do hibrido Laeliacattleya
foi aproximadamente 90% nas plantulas desenvolvidas em meio contendo
polpa de banana, mantidas em temperatura ambiente (Figura 7a). Essas
plantulas foram aclimatadas em areia e |& de rocha, mantidas com 50% de
sombreamento, sendo irrigadas com agua da chuva trés vezes por semana

durante o periodo de um més, devido a ndo aplicagdo de nutrientes nessas
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plantulas. Apos esse periodo, as plantulas receberam agua de torneira e
aplicacdes do adubo Vitaplan, a cada quinze dias, na dose de 10-10-10 de N-
P-K (nitrogénio, fésforo e potassio) na concentracdo de 2 g-L.

As plantulas cultivadas em meio contendo 1,5 mg - L™ de IBA também
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia que pode ser considerada
promissora, porque cerca de 70% destas plantulas sobreviveram no processo
de aclimatacao, nas mesmas condi¢cdes descritas acima (aclimatadas em areia
e 1a de rocha e regadas com agua da chuva durante o primeiro més). (Figura
7b).

As plantulas cultivadas nas diferentes concentracdes de IBA x KIN
também apresentam um indice de sobrevivéncia acima de 50%, mas as
plantulas cultivadas nos meios de cultura contendo ANA apresentaram um
indice de sobrevivéncia inferior a 50% (Figura 7c).

Figura 5 - Plantas aclimatadas, a cinco meses, de Laeliacattleya, cultivadas in
vitro em meio KC suplementado com polpa de banana (90 g-L) (A), plantulas
gue foram cultivadas in vitro em meio KC suplementado com IBA x 6-BA (1,5 —
0,0 mg-L) (B) e as que foram suplementadas com ANA x KIN (1,0 — 0,0 mg-L)

(©).
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No presente estudo com as plantulas de Laeliacattleya, ndo foi feita
uma analise de caracteristicas morfolégicas ou fisiologicas destas plantulas
durante o processo da aclimatacdo, mas os diferentes indices de plantas
sobreviventes verificados indicam que processo da aclimatacdo parece estar
relacionado com o meio de cultura usado para o crescimento in vitro das
plantulas. Os maiores indices de plantas sobreviventes foram verificados
naquelas mantidas nos meios contendo polpa de banana e contendo
concentracOes altas de IBA, e os menores indices foram observados nas
plantulas cultivadas em meio contendo concentragdes de ANA.

Apesar da andlise superficial que foi feita, considerando-se apenas o
indice de plantas sobreviventes apos a retirada destas dos seus respectivos
meios de cultura, os resultados do presente estudo s&o importantes e merecem
uma investigacdo mais minuciosa no futuro, porque num estudo com a
orquidea Bletia purpurea, o desenvolvimento das plantas no processo da
aclimatacdo nado foi dependente do meio de cultura usado para obter as
plantulas in vitro (Dutra et al., 2008). Na literatura especializada, a aclimatacéo
de orquideas, expressa por medidas de parametros morfoldgicos
(desenvolvimento de folhas e raizes) e fisiolégicos (taxa de fotossintese), tem
sido descrita como dependente de intensidades de luz diferentes (Jeon et al.,
2005), dependente da atividade de enzimas antioxidantes em resposta a
intensidade de luz diferentes (Ali et al., 2005; Li et al., 2006) e dependente do
substrato usado (Lone et al., 2008) para a manutencéo ex vitro.

Experimentos com substratos alternativos ao xaxim desfibrado,
considerado como adequado para a manutencdo ex vitro de orquideas no
processo da aclimatacdo, mostraram que a fibra de coco e a casca de pinus
misturada com a fibra de coco (1:1) tém sido indicadas como substratos
alternativos para o uso do xaxim desfibrado na aclimatacédo da espécie Cattleya
intermedia (Lone et al., 2008). A inoculagdo de plantulas de orquideas com
fungos (Trichoderma harzianum), ap0s a retirada das condi¢cdes in vitro
(Gutiérrez-Miceli et al., 2008), e a exposicdo de plantulas ainda in vitro, antes
de serem transferidas para o ambiente (aclimatacdo in vitro), a agentes
quimicos (uniconazole) que retardam o crescimento destas, mas garantem a

producdo de plantas sadias e bem adaptadas na aclimatacdo ex vitro, também
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tém sido relatadas (Cha-um et al., 2009) como alternativas para se conseguir
um processo de aclimatacdo adequado para orquideas propagadas in vitro.

Na aclimatacdo das plantulas de Laeliacattleya, ndo foram testados
substratos diferentes nem intensidades de luz variadas, mas a taxa de
sobrevivéncia das plantulas cultivadas in vitro em meio contendo polpa de
banana, transferidas para a mistura dos substratos areia e |& de rocha e
regadas com agua da chuva durante o periodo o primeiro més, foi equivalente
a taxa de sobrevivéncia descrita para as condi¢cdes consideradas como as mais
adequadas nos experimentos com outras espécies de orquideas. Desta forma,
considerando que a aclimatacdo € uma etapa importante e critica para o
sucesso da micropropagacéo de Laeliacattleya, a suplementacdo do meio de
cultura KC com polpa de banana também foi mais adequado para garantir a
maior taxa de sobrevivéncia (90%) das plantulas desenvolvidas nas condi¢cdes

in vitro.
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5. CONCLUSOES

a) A adicao de polpa de banana reproduz os efeitos da adi¢cdo de auxinas (IBA
ou NAA) no meio de cultivo KC para o desenvolvimento das plantulas do
hibrido Laeliacattleya, enquanto a adi¢cdo de agua de coco simula os efeitos da
adicao das citocininas (6BA e KIN). Mas a composi¢cdo dos nutrientes da polpa
de banana ou da &gua de coco parece ter um efeito adicional que potencializa
os efeitos dos reguladores de crescimento, de modo a induzir maior nimero de
raizes, folhas, brotos e de promover o maior crescimento das raizes e folhas.

b) O efeito marcante da adigdo de agua de coco foi evidente para estimular a
formacdo de brotos e de maior numero de folhas nas plantulas de
Laeliacattleya e para garantir uma menor variagdo do pH do meio de cultura e,
se for usada juntamente com a polpa de banana, esta combinacdo pode ser
promissora para o desenvolvimento global das plantulas.

c) A adicdo de concentracdes (0,5 — 1,5 mg - L") de IBA ou de NAA no meio
KC é uma forma eficiente e recomendével para promover o desenvolvimento in
vitro de plantulas, por se tratar de um protocolo que pode ser reproduzivel. Mas
a adicdo de polpa de banana e/ou de 4gua de coco € um procedimento mais
adequado e conveniente para os produtores de orquideas por apresentar um
efeito positivo destacado no desenvolvimento das plantulas e por determinar
um custo reduzido em relacéo ao uso de reguladores de crescimento.

d) As combinagbes de IBA ou NAA com KIN s&o mais adequadas para
promover o desenvolvimento in vitro de plantulas no meio KC que as
combinacgdes das referidas auxinas com 6-BA.

e) O uso de reguladores de crescimento para promover 0 maior
desenvolvimento de plantulas do hibrido Laeliacattleya in vitro € um
procedimento adequado. Porém, é complexo porque requer tipos diferentes de
auxinas e citocininas para determinar o maior desenvolvimento global destas
plantulas, no que se refere ao numero de brotos, raizes, folhas e ao
crescimento de raizes e partes aéreas destas plantulas.

f) A forma mais adequada para estimular o crescimento e desenvolvimento

global de plantulas do hibrido Laeliacattleya in vitro com finalidades comerciais
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€ suplementar o meio KC com polpa de banana e com agua de coco,
combinados ou usados separadamente;

g) A forma adequada para a micropropagacao e para estimular o crescimento e
desenvolvimento global de plantulas do hibrido Laeliacattleya in vitro, utilizando
procedimentos que podem ser reproduzidos, € adicionar tipos diferentes de

auxinas e citocininas.
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1. Cattleya intermedia x Hadrolaelia pur purata -

Hibrido. 2. Cattleya intermedia x Hadrolaelia

purpurata - Cultivo - Agua de coco. 3. Cattleya

intermedia x Hadrolaelia purpurata - Cultivo - Polp a
de banana. 4. Cattleya intermedia x Hadrolaelia

purpurata - Reguladores de crescimento. 5. Laelia

purpurata x Cattleya intermedia - Hibrido. 6.

Regulador de crescimento - NAA, IBA, KIN, 6-BA. 7.

Cattleya intermedia x Hadrolaelia purpurata - Culti Vo
- lluminagéo continua. I. Machado, Maria de Fatima

Pires da Silva, orient. Il. Universidade Estadual d e
Maringa. Programa de P6s-Graduagédo em Agronomia. Il l.
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