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RESUMO

RIBEIRO, Lilian de Sousa. Adequaciio de meio de cultura para crescimento
in vitro de orquideas do género Cattleya. 2005. 59p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG'.

Objetivou-se testar GA3, os micronutrientes B, Zn ¢ Mn, dgua de coco, polpa de
banana nanica e mimero de explantes por frasco de plintulas da orquidea
Cattleya loddgesii variedades “Alba” ¢ “Grande ¢ C. walkeriana. As plintulas
com 1,5 cm de comprimento foram obtidas de sementes germinadas in vitro. Os
explantes foram inoculados em frascos de vidro de 250 cm® contendo meio
nutritivo Knudson com pH 5,8 + 0,1 e solidificado com 5 g L de agar. Os
experimentos foram mantidos em sala climatizada a 25 + 1° C, fotofase de 16
boras e 35 uM.m™.s” de intensidade luminosa. Para C. loddgesii os tratamentos
contendo B foram: 0; 0,056; 1,4; 2.8 € 5,6 mg L', Zn 0; 0,331; 1,655; 3,31 e
6,62 mg L, Mn 0; 3,75; 7,5; 15 e 30 mg L, o meio nutritivo foi acrescido de 2
g L de carviio ativado ¢ 150 g L de polpa de banana nanica. Estudou-se ainda
o desenvolvimento de explantes de C. loddgesii inoculados em GA; (0; 2,5; 5;
7.5 ¢ 10 mg/L) e mimero de plintulas por frasco. Para os experimentos com
plantulas de C. loddgesii var Alba e C. loddgesii var Grande, utilizou-se 0; 50;
100 e 200 mL L de agua de coco e 0; 25; 50; 75 e 100 g L™ de polpa de
banana, acrescido de 2 g L™ de carvdo ativado. Para C. walkeriana comparou-se
o mimero de explantes (3; 6; 9 e 12) inoculados em diferentes volumes de meio
mstritivo Knudson (25; 50; 75 e 100 mL), suplementado com 100 g L de polpa
de banana, 150 mL de 4gua de coco € 2 g L de carvdo ativado. O melhor
crescimento das plintulas de C. loddgesii foi observado quando se utilizou 1,4
mg L de 4cido bérico, 6,62 mg L™ de sulfato de zinco e 15 mg L™ de sulfato de
manganés. A adicio de 100 g L™ de polpa de banana ao meio promoveu o maior
comprimento da parte aérea e raiz ¢ o maior peso da massa fresca de raiz.
Utilizando-se 12 plintulas da orquidea C. loddgesii por frasco ¢ 10 mg.L” de
GA;, obteve-se maior mimero de folhas, peso de matéria fresca da parte aérea e
peso da materia fresca de raiz

! Orientador: Moacir Pasqual — UFLA.



ABSTRACT

RIBEIRO, Lilian de Souza. Adequacy of culture medium for in vitro growth
of orchids of the genus Cattleya. 2005. 59 p. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG'.

It was aimed to test GAs, the micronutrietns B, Zn and Mn, coconut water,
“nannica” cv. banana pulp and number of explants per vial of orchid seedlings
Cattleya loddgesii var “Alba” and “Grande” and C. walkeriana. The seedlings
1.5 cm long were obtained from in vitro germinated seeds. The explants were
inoculated into glass vials of 250 cm’ containing Knudson nutrient medium with
pH 5.8 % 0.1 and solidified with 5 g L' of agar. The experiments were kept in a
climatic chamber at 25 = 1 C, 16-hour photophase and 35 pM.m™s™ of light
intensity. For C. loddgesii, the treatments containing B were: 0; 0.056; 1.4; 2.8
and 5.6 mg L', Zn 0; 0.331; 1.655; 3.31 and 6.62 mg L', Mn 0; 3.75; 7.5; 15
and 30 mg L, the nutrient medium was added of 2 g L' of activated charcoal
and 150 g L' of “nanica” cv. banana pulp. Further, the development of explants
of C. loddgesii inoculated into GA; (0; 2.5; 5; 7.5 and 10 mg/L) and number of
seedlings per vial. For the experiments with C. loddgesii seedlings var. “Alba”
and C. loddgesii var. “Grande” 0; 50; 100 and 200 mL L™ of coconut water and
0; 25; 50; 75 and 100 g L of nanina banana pulp added of 2 g L of activated
charcoal. For C. walkeriana, the number of explants (3; 6; 9 and 12) inoculated
into different volumes of Knudson nutrient medium (25; 50; 75 and 100 mL),
supplemented with 100g L™ of banana pulp, 150 mL of coconut water and 2 gL’
of activated charcoal. The best growth of the C. loddgesii seedlings was found
when 1.5 mg L of boric acid, 6.62 mg L of zinc sulfate and 15 mg L of
manganese sulfate were utilized. Addition of 100 g L of banana pulp to the
medium promoted the greatest length of the shoot and root and the greatest
weight of the root fresh mass. By utilizing 12 seedlings of C. loddgesii orchid
per vial and 10 mg.L" of GAs, greatest number of leaves, shoot fresh matter
weight and root fresh matter weight were obtained.

! Adviser: Moacir Pasqual — UFLA.
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INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises que possui maiores quantidades de espécies de
orquideas no mundo. S#o mais de 2.700 espécies nativas, ¢ muitas ainda ndo
foram classificadas, principalmente as da regido Amazonica.

Cultivar orquideas no Brasil, é relativamente facil ¢ simples. As
condi¢des naturais muito nos facilitam. As orquideas ocorrem em quase todas as
regides da terra, sendo mais fregiientes e exuberantes nos tropicos, entre os quais
se destaca o Brasil, possuindo um banco de germoplasma dessas plantas, sendo
também o responsavel pela sua preservagéo.

O elevado mimero de espécies e hibridos tropicais possibilitam a
existéncia de variadas formas, cores e flores, exploradas comercialmente em
todo o mundo. Alguns géneros de orquideas de ocorréncia natural no Brasil sdo
bastante cultivados; como exemplo podem-se citar Cattleya, Laelia e
Brassavola, sendo os mais procurados por colecionadores, orquidéfilos, etc.,
além de atingirem altos pregos no mercado interno e externo. As orquideas sdo
conhecidas ndo s6 pela sua beleza e exoticidade (importancia omamental), mas
também comercial ¢ industrial em fungio da extragio de baunilha (género
Vanilla), fazendo com que s¢jam produzidas em todo o mundo.

Desde o comego do século passado as orquideas foram levadas em
grande escala para alguns paises europeus e asiaticos. Hoje o que se vé no
exterior € a reprodugfio comercial em larga escala de orquideas, ou hibridos
destas sendo patenteados e, assim, assegurando a propriedade intelectual dessas
plantas.

A destruicio das matas provocou também a extingio de invimeros
habitats naturais, ¢ muitos deles nio tinham sido inventariados para a
catalogagdo das espécies existentes. Deve-se ainda considerar o uso abusivo e
em larga escala de produtos fitossanitirios, que eliminam passaros e insetos



polinizadores de orquideas, impedindo, assim, que sejam reproduzidas na
natureza. Outro aspecto € a agdo predadora de muitos catadores de orquideas nas
matas que também contribuiu para aumentar o risco de extingdo dessas plantas.

Desse modo, uma evolugio crescente nos sistemas de produgdo dessas
plantas, tornando uma atividade extremamente competitiva, exigindo avangos
tecnologicos, aperfeicoamento nos conhecimentos técnicos € mio-de-obra
especializada, garantindo assim uma produgdo elevada com excelente qualidade
do produto final. Esses avan¢os constituem no uso de estufas, cultivares
melhoradas e mais produtivas, dominio no manejo de adubagdes e mgagﬁo na
producdo dessas plantas.

Em alguns paises como Holanda, Franca, Espanha, Japdo e recentemente
no Brasil, a propagagio in vifro de plantas omamentais ¢ uma realidade,
podendo destacar o cultivo de rosas, crisintemos, begdnias, gérberas, orquideas,
bromélias, samambaias e antiirios.

Relatos sobre o cultivo de orquideas remonta ao periodo antes de Cristo,
época em que ji eram denominadas por Orchis pelos gregos ¢ Han ou Lan pelos
chineses. De acordo com Confiicio (551 - 479 a.C.), foi mencionado em seus
escritos que os chineses utilizavam-nas na decoragdo dos lares, como sendo
simbolo de pureza, perfume e graga, e 0s gregos € romanos cultivavam-nas para
fins medicinais. Entre os séculos XVI e XX, iniciou-se a coleta predatdria das
orquideas, liderada principalmente pelos ingleses, muitas vezes exclusivamente
para esse fim.

No século XX surge a consciéncia ecolégica de preservar a
biodiversidade do planeta sem abrir mio do direito de usufruir a beleza posta
pela natureza. Para equacionar esta dicotomia de interesses, buscou-se¢ nova
técnimqucatend&sseeﬁmmentcademandadeorquidms.

As orquideas representam uma das ornamentais mais cobigadas devido &
exuberincia de suas flores perfeitas e suas cores delicadas. Por este motivo, a



pritica extrativista para comercializagio vem conduzindo algumas espécies a
beira da extingdio. A devastagdo das matas é um outro motivo que tem levado &
extingio que, como conseqiiéncia, tem despertado a preccupagdo crescente em
relagfio 4 preservagiio do meio ambiente.

A propagagio in vitro vem sendo utilizada com freqiiéncia em imimeras
espécies vegetais, por manter a identidade genética dos individuos e possibilitar
a obtengsio de grande niimero de plantas sadias e de alta qualidade fitossanitaria
em pequeno espago fisico ¢ em curto tempo em qualquer época do ano. Uma das
maiores vantagens da micropropagagio ¢ a obtengdo de mudas livres de
doengas. Estas plantas possuem maior capacidade de desenvolvimento, melhor
florescimento e maior vigor fisiologico. O emprego da técmica de
micropropagagdo possibilita minimizar as coletas predatérias de orquideas,
permitindo a manutengdo das populagSes naturais dessas plantas.

Para atender a exigéncia do mercado consumidor em relagdio a qualidade
do produto, os produtores de flores t€m empregado as mais avangadas técnicas
de produgio e comercializagdo. A pesquisa em micropropagagio vem
desenvolvendo e adaptando protocolos para inimeras espécies ornamentais
visando atender 3 demanda do produtor por mudas de alto padrio, em
quantidade suficiente ¢ em curto espago de tempo. No Brasil o desenvolvimento
desse setor vem ressentindo a falta de imimeros fatores, podendo-se destacar os
meios mutritivos para cada espécie. Desta maneira, toma-se necessario a
otimizagdo do meio de cultura para que esta técnica tore viavel a produgdo de
mudas em escala comercial.

Os meios mnutritivos fornecem as substincias essenciais para o
crescimento das plintulas de orquidea. No sentido de promover melhor
crescimento em tecidos de plintulas, deve-se apropriar um meio de cultura que
proporcione os nutrientes necessarios para o crescimento e diferenciagio dos
tecidos para cada fase do cultivo.



Objetivou-se, com este trabalho, adequar um meio de cultura que
promova in vifro o crescimento de plantulas de orquidea do género Cattleya.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da cultura

As orquideas pertencem a familia Orchidaceae ¢ compdem 7% de todas
as espécies do planeta. Considerando as plantas ja catalogadas, sdo
aproximadamente 35 mil espécies naturais, nas suas duas subfamilias, duas
divisdes, cinco tribos, duas séries, duas subséries, 85 subtribos e mais de 2500
géneros, sem contar a infinidade de hibridos, naturais ¢ artificiais (Altafin et al,,
2002).

As orquideas sdo todas autotroficas, e vegetam como epifitas
(desenvolvem-se em arvores), terrestres (desenvolvem-se sobre o solo),
rupiculas (crescem sobre pedras) e também as saprofitas (vegetam no subsolo e
sio desprovidas de clorofila) (Altafin et al., 2002).

Nosmaspectogeralgemlasﬂompossuemn'&ssépalas,umadorsa]e
duaslaterais,tréspétalas,dnaslatemiseumamodiﬁcada,chamadalabelo. 0
centro do labelo é onde se projeta a coluna, 6rgdo resultante da fuséo dos 6rgdos
masculinos (estames) e femininos (carpelos). Na antera ficam agrupados os
grSiosdepélen(polinws)quesedispécmdedoisaoito.].ogoabaixodaamera
ﬁmo&sﬁgma,oérgiorecepﬁvofeminino,desuperﬁcieviscosa,ondesﬁo
depositadas as polineas, ocorrendo assim a polinizagio. Como segmento da
coluna, encontra-se¢ o ovério, onde, apés a fecundagdo, desenvolve a capsula das
sementes, com até dezenas de milhares de mimisculas sementes. Entretanto,
também ha suas excegdes como a de plantas que produzem por floragio,



somentc flores masculinas, femininas e raramente flores masculinas com
femininas ou hermafroditas. Isso ocorre principalmente por influéncia climatica
com espécies da subtribo Catasetinae, por exemplo (Altafin et al., 2002).

A reprodugdo das orquideas pode ser feita por cortes de partes de uma
planta, por sementes ¢ por meristemas. Quando se deseja reproduzir uma
orquidea torna-se necessario saber se ¢ uma planta nativa ou se ¢ um hibndo,
obtido pelo cruzamento de plantas diferentes. Sendo uma planta nativa, a
reprodugiio para obter plantas idénticas podera ser feita por cortes de partes da
planta, por sementes ou por meristemas (cultura de tecidos). Quando se trata da
reprodugiio de uma planta hibrida, para obter-se plantas idénticas, a técnica a ser
usada devera ser por cortes de parte da planta ou por meristemas. A reprodugdo
por sementes de plantas hibridas poderd produzir plantas totalmente diferentes
da planta mie.

Com a descoberta do professor Lewis Knudson, em 1922, do método
assimbidtico ou semeadura in vitro de orquideas, pelo qual quase 100% das
sementes de orquideas germinam, sobrevivem e crescem rapidamente, foi
possivel produzir grande quantidade de espécies e hibridos, obtendo-se plantas
com flores homogéneas e precoces, em curto espago de tempo. Esse fato
popularizou-se ainda mais, refletindo em pregos mais acessiveis, quando
comparado com o método natural através do qual além do desenvolvimento
lento, somente 2 a 3% das sementes germinam por simbiose com o fungo
Micorriza.

As orquideas dividem-se¢ em dois tipos basicos: Simpodiais (possuem
um rizoma rasteiro ¢ anualmente produzem um broto no qual sera formado o
pseudobulbo, folhas e flores) ¢ Monopodiais (crescem verticalmente de uma
haste central que produz folhas alternadas e inflorescéncias entre as mesmas)
(Englert, 2000).



Plantas do género Cattleya que apresemtam crescimento simpodial,
possuiem flores de valor comercial, ou scja, com os seguintes predicados:
tamanho, beleza, durabilidade, pedimculo relativamente longo ¢ uma forma que
faz realcar essas particularidades. Assim, ha dois séculos sdo sempre preferidas
pelos negociantes que exploram a floricultura orquidolégica (Hochne, 1949).

Das aproximadamente 50 espécies de Cattleya que vegetam desde o
México até a América do Sul, 32 ocorrem no Brasil, isto sem contar o grande
niimero de hibridos naturais entre suas proprias espécies € outros géneros como
Laelia e Schomburgkia (Araujo, 2004b).

O género Cattleya ocorre nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Paran3, Rio de Janeiro e S3o Paulo, em locais situados entre 500e900m
de altitude. Seu cultivo é mais ficil em locais de temperatura mais amena,
protegida da luminosidade excessiva, com maior umidade nos meses mais
quentes e um inverno mais seco. Seu periodo de florescimento vai do outono até
a primavera com flores de até 9 cm de didmetro € uma gama de cores, indo do
rosa claro até o rosa mais intenso pintalgado, além da variedade alba (branca)
(Araujo, 2004b).

2.2 Micropropagacio de orquideas

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas, nas
quaisume:qﬂaﬂe(célula,tecidoouérgﬁo)éisoladoeculﬁvadoemwndiqﬁ&s
assépticas sobre um meio nutritivo artificial. O fundamento basico da cultura de
tecidos € a totipotencialidade das células, segundo o qual qualquer célula no
organismo vegetal contém toda a informagio genética necessaria 4 regeneragdo
de uma planta completa (Pasqual, 2000). Desta forma, ¢ uma importante
ferramenta ndo s6 na genética e melhoramento de plantas, como também pode
auxiliar em iniimeras outras areas da agricultura (Ramalho et al., 1997).



A cultura de tecidos vegetais é uma técnica vantajosa quando aplicada
em variedades melhoradas que possuem pouco material e necessitam ser
propagadas em curto espago de tempo ¢ em grande escala, sendo uma técnica
importante principalmente para as culturas de ciclo longo (Andrade, 1998).

A micropropagacio é a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos € de
maior impacto (Grattapaglia & Machado, 1998). E uma técnica usada
comercialmente, permitindo que uma planta de interesses desejaveis possa ser
multiplicada indefinidamente (Pasqual, 2000).

A produgiio de mudas isentas de doengas € uma vantagem expressiva da
micropropagagio, pois as plantas sadias produzidas possuem maior vigor
fisiologico apresentando uma maior capacidade de desenvolvimento ¢ melhor
florescimento (Altafin et al., 2002).

A importancia da diminui¢io do tempo de produgdio dessas mudas é que
algumas espécies que atingem maturidade apresentando o primeiro
florescimento com 5-7 anos podem florescer com 3-4 anos de idade. Uma
produgdo massal de mudas também ¢ interessante, uma vez que naturalmente as
sementes de orquideas apenas germinam quando ocorre a interagdo simbidtica
com certos géneros de fungos. Na propagacio in vitro as sementes s3o colocadas
em condigbes ideais para germinarem e ndo se faz necessario 4 simbiose com
certas espécies de micorrizas (Altafin et al., 2002).

2.3 Meios de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgios
de plantas fomecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos €
controlam, em grande parte, o padrio de desenvolvimento in vitro. Esses meios
se baseiam nas exigéncias da plantas quanto aos nutrientes minerais, com



algumas modificacdes para atender as necessidades especificas in vitro (Caldas
etal., 1998).

No cultivo e subcultivo de plantulas do género Cattleya, George et al. -
(1987) sugerem o meio Knudson ou Reinert ¢ Mohr (Reinert & Mohr, 1967).

O crescimento de células e a morfogénese de algumas espécies podem
ser promovidos pelo aumento do nivel de micronutrientes, além do recomendado
pelo meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Em funcéo desse aspecto, 0 meio
basico de Knudson C (1946), amplamente utilizado no cultivo in vitro de
orquideas, pode apresentar deficiéncia de alguns nutrientes, principalmente os
micronutrientes, s¢ comparado ao meio de cultura MS. Assim, a determinagdo
das exigéncias nutricionais para cada espécie ¢ importante para o balanceamento
do meio de cultivo a fim de evitar que alguns elementos estejam em deficiéncia
ou excesso impedindo o desenvolvimento dos explantes.

Para que uma plintula se desenvolva normalmente, os elementos
minerais devem encontrar-se em disponibilidade no meio de cultura ¢ em
concentragdes adequadas nas plantas. O excesso ou deficiéncia de um deles pode
provocar um desequilibrio fisiologico que resultari em prejuizos de
desenvolvimento (Hernandez, 1998).

Quando um dos elementos quimicos essenciais para a vida de uma planta
esti presente no meio em quantidades insuficientes ou em combinagdes que o
tornam pouco disponivel, a deficiéncia de tal elemento nas células provocard
distirbios no metabolismo (Epstein, 1975).

Segundo Twyford & Walmsley (1968), em algumas situagdes, sintomas
de deficiéncia de micronutrientes sdo visiveis nas plantas, mas na maioria das
vezes & necessario utilizar andlise de folhas ou de outros tecidos para uma
avaliacdo mais precisa.

Todo o comportamento fisiolégico das plantas, inclusive os nutricionais,
éﬁmﬁodasuaoonsﬁmiﬁOgenéﬁmedomeioemquevivem.Asvemuma



concentragio excessiva de um elemento pode reduzir a velocidade de absorgdo
de um nutriente tornando a planta deficiente no ultimo. Essa deficiéncia
“induzida” resulta da agio “antagbnica” do elemento em questdo, podendo
aparwermmoquandoonuﬁientewtejanomeiomconomﬁaﬁoqueseﬁa
mais do que adequada se o primeiro no estivesse também presente (Epstein,
1975).

Em 1905 o pesquisador francés G. Bertrand concluiu que o manganés
era um eclemento essencial para as plantas e investigagdes subsegientes
confirmaram essa conclusdo. Katherine Warington de Oxford, Inglaterra,
mostrou nos anos 20 que o boro era um micronutriente para varias espécies de
leguminosas ¢ A.L. Sommer e C.B. Lipman da Universidade da Califérnia nos
E.UA. demonstraram sua essencialidade para plantas de outras familias. J.S.
McHargue em Kentucky (E.U.A.) demonstrou conclusivamente a necessidade
de manganés e Lipman e colaboradores logo adicionaram o zinco € o ¢cobre a
lista dos micronutrientes (Epstein, 1975).

2.3.1 Boro

O Boro (B) ¢ encontrado no solo sob a forma de éacido bérico e
este ¢ o composto usado como fonte do elemento em cultura de tecidos
(Pasqual, 2001). Este micronutriente é absorvido nas suas formas idnicas
B40/%, HBOs, ou BOs*. As plantas necessitam de B em quantidades
muito pequenas e algumas sdo altamente sensiveis ds concentragGes
empregadas (Camargo, 1970).

O Boro ¢, provavelmente, absorvido pelas raizes das plantas na forma de
acido borico ndo dissociado (H;BOs), e ndio € redistribuido nas plantas, o que
provoca aparecimento dos sintomas de caréncia primeiramente nos 6rgdos mais
novos e nas regides de crescimento (Faquin, 2001). Esta afirmativa também foi



feita por Malavolta (1976), mencionando que o B ¢ absorvido na forma de ion
borato e n3io se transloca facilmente de um érgéo para outro.

As fungdes atribuidas ao B estio relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, fendis, transporte de agilicares através das membranas, sintese de
acidos nucléicos (DNA ¢ RNA) e de fitormdnios, sintese, integridade e
lignificagio da parede celular e germinagdo do grdo de polen e tubo polinico
(Marschner, 1995).

Gauch & Dugger (1953) propuseram a existéncia de um controle direto
do movimento de carboidrato pelo boro, postulando formar este mineral um
complexo ionizivel boro-sacarose, que facilita o transporte de carboidratos
através das membranas. )

Lewin & Reimann (1969) relacionam o cessamento no elongamento dos
pomosdecmchnentodapaneaérmcdasraiz&smplanmsdeﬁciemescoma
redugiio do teor de RNA. Para Albert (1965), além de deficiéncias de agucar no
cimbio, nas pontas do caule, raiz, flores ¢ frutos, a deficiéncia de B causa
cessagio da divisio celular ocorrendo anormalidade na formagdo da parede
celular e desorganiza a célula em suas fungdes na mitose. Ocorrem na regido
meristemética manchas escuras do citoplasma seguido por uma desintegracdo
resultando num vazio com células mortas. Paredes celulares vazias sdo mais
densas que as paredes celulares que contém citoplasma.

Como resultado de seu papel em tecidos em expansdo € sua limitada
mobilidade, o suprimento de B deve ser continuo por toda a vida da planta,
usualmente pela raiz (Mariano, 1998).

2.3.2 Manganés

O manganés (Mn) ¢ um dos mais importantes micronutrientes e tem sido
incluido na maioria dos meios de cultura de tecidos (Pasqual, 1998). E absorvido
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na forma de Mn® e é um elemento necessario para integridade da membrana do

cloroplasto e para a liberagdo do oxigénio na fotossintese (Raven et al,, 1996),
tendo assim um importante papel na reagdo de Hill (Camargo, 1970).

Malavolta (1980) define os papéis do Mn na planta como formador de
pontes entre o ATP ¢ as enzimas transferidoras de grupos (fosfoquinases €
fosfotransferase). As plantas possuem uma proteina com Mn, a manganina, cuja
fungfio ainda ¢ desconhecida. Atribui-se ainda, como fungdes do Mn, a sintese
do RNA, o acumulo de fosforo de reserva, a inativagdo de protetores de acido
indolacético (AIA) e fixagdo do CO, via compostos com 4 carbonos (Malavolta,
1986). |

O Mn ¢ ativador de enzimas relacionadas com o metabolismo dos
carboidratos, com as rea¢des de fosforilagdo e com o ciclo do acido citrico
(Camargo, 1970).

A redutase da hidroxilamina, enzima que toma parte no sistema
responsavel pela redugdo do nitrato a N amoniacal depende do Mn para sua
atividade (Komatuda, 1988).

Na auséncia do Mn o crescimento da planta é prejudicado e sintomas
drasticos de deficiéncia desenvolvem-se. Por outro lado, na presenga de
quantidades excessivas de suas formas trocavel e solivel no meio de
crescimento, os tecidos vegetais também apresentardo elevadas quantidades
desse nutriente, podendo atingir niveis toxicos. Portanto, a finalidade é de nio
climinar o Mn solivel, mas, sim, manté-lo dentro de uma faixa entre toxicidade
e deficiéncia (Komatuda, 1988).

2.3.3 Zinco

O zinco (Zn) ¢ um elemento muito importante, pois, € responsavel direto

pela sintese do triptofano, um precursor da auxina (acido indolacético), e
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indireto pela sintese de proteina (Tsui, 1948). Na auséncia do triptofano,
estimula a formagdo de calosidade nos tecidos vegetais (Kupper et al., 1979).

O Zn é absorvido pelas plantas na forma de Zn*". E ainda motivo de
controvérsias se o Zn’' é absorvido pelas plantas por processo passivo ou ativo,
embora muitas pesquisas atestam que a absor¢do do elemento € tipicamente
metabolica (Faquin, 2001). E ainda classificado como um elemento parcialmente
movel na planta (Malavolta, 1980).

A fun¢io mais importante nos processos metabolicos das plantas € o
componente de varias enzimas. A participagio do Zn estd associada ao
metabolismo de carboidratos ¢ proteinas, de fosfatos ¢ também na formagdo de
auxinas, RNA e ribossomos (Malavolta, 1980; Dechen et al., 1991).

Além de atuar na sintese do acido indolacético ¢ das proteinas, o Zn
desempenha relagdes importantes em diversos sistemas enzimaticos, ¢ também a
participagio do Zn na ativagdo de quatro enzimas: anidrase carbonica,
desidrogenase, aldobase e peptidase, além de inibidor poderoso da enzima
ribonuclease que hidrolisa o RNA. Portanto, sua caréncia provoca diminuigado da
atividade fotossintética em fungdo do desarranjo nos cloroplastos (Malavolta,
1976).

Segundo Ramaiah et al. (1964), a deficiéncia de Zn interfere no
mecanismo de transformagido de aminoacidos em proteinas nos seus processos
enzimaticos, resultando em baixa sintese de proteina ¢ no acamulo de
aminoacidos livres, (acumulagdo de aminoacidos livres a niveis toxicos), 0s
quais produzem deformago e sintomas de deficiéncia.

Sendo o Zn encontrado nas plantas formando substdncias determinantes
da qualidade e desempenhando fungdes vitais, ¢ extremamente importante o
estudo das diferentes combinagdes de sulfato de zinco ¢ seus efeitos na
produgdo, principalmente na qualidade do produto final (Cardoso, 1994).
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2.3.4 Suplemento orgénico ou mistura complexa

A obtengiio de orquideas a partir da semeadura in vitro ¢, atualmente, um
processo rotineiro; no entanto, os conhecimentos sobre a methor formulagio do
meio de cultura para cada espécie ainda sdo limitados. Um grande mimero de
fatores complexos influenciam a germinagio e crescimento 7 vitro de
orquideas, sendo estes altamente dependente da espécie em estudo.

Atalmente, orquidéfilos estdo produzindo suas proprias mudas, em
laboratérios caseiros, por germinagio assimbidtica in vitro, utilizando um meio
de cultura de constitui¢do organica.

A mistura complexa ¢ uma preparagdo obtida de produtos naturais, de
composicdo indefinida, que servem para enriquecer o meio de cultivo. A
composigdo desses produtos ¢ de determinaciio trabalhosa e de uso restrito a
algumas culturas ¢ de dificil repeticio experimental, quando as tentativas de
adequagdo ndo forem suficientes para favorecer determinado processo
morfogenético. Em trabalhos de rotina, essas preparagdes podem ser usadas
caso estimulem respostas desejadas. Segundo Torres et al. (2001), os aditivos
organicos complexos podem ser adicionados ao meio visando a melhor resposta
no padrdo de crescimento.

Entre os extratos naturais utilizados na cultura de sementes de orquideas
estio a polpa de banana homogeneizada, agua de coco, peptona, triptona,
levedura de cerveja, cascina hidrolisada, suco de tomate, suco de abacaxi ¢
extrato de batata. Estas misturas aumentam o eftito vitaminico, teor de
aminoacidos ¢ algumas agem como reguladores de crescimento (Pierik, 1989).

Virios elementos aditivos complexos, como coco (endosperma, agua,
leite), peptona de carne, polpa de banana (verde ou madura), foram utilizados no
meio de cultura de tecidos ou germinagdo de orquideas (George, 1993). Torres et
al. (2001) mencionaram que a polpa de banana pode promover diferentes efeitos
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no cultivo in vitro, tais como espessamento e/ou crescimento das raizes,
dependendo da cultivar ¢ da quantidade de polpa de banana utilizada. H relatos
da utilizagdo da polpa de banana na germina¢do de Cymbidium, Dendrobium,
Paphiopedilum e Phalaenopsis por Arditti & Emst (1993); entretanto, os dados
comparativos disponiveis nfio permitem uma discussdo detalhada sobre o efetivo
estimulo ao crescimento promovido por esses elementos (George, 1993).

A é4gua de coco, empregada em geral nas concentragdes de 3 a 15%, é o
aditivo que mais tem sido utilizado para um grande nimero de espécies in vitro,
nio somente para estimular o crescimento de calos, mas também para aumentar
a formag3o de embrides somaticos, induzir a divisio de grios de pdlen ¢, na sua
primeira aplicagdio, na indugio do desenvolvimento de_ embries imaturos
(Caldas et al., 1998). Esse extrato natural contém sais minerais, mio-inositol e
citocinina(s), além de nucleotideos e outros compostos orginicos.

Ousodapolpadebananaemculuuainvitrodeorquidwsécitadopor
alguns pesquisadores, os quais propuseram a sua adicdio no meio de cultivo de
Paphiopedilum e Phalaenopsi (Arditti & Emnst, 1993).

Junto com a agua de coco, a polpa de banana verde foi adicionada ao
meio proposto por Vacin & Went na propagagdo in vitro de Aranda wendy Scott
e Aranthera james Storei. Para o crescimento das gemas e muitiplicag3o dos
protocalos foi usado apenas agua de coco na concentragio de 15% ¢ na indugdo
de brotos de A, wendy foi utilizada a polpa de banana a 5%, enquanto que para
induzir o enraizamento, foi necessario o emprego dos dois suplementos (Chead
& Sagawa, 1978).

Alguns autores sugerem o meio Vacin & Went para Cattleya, Encyclia e
Oncidium, suplementado com 4gua de coco a 25% e o meio Knudson C
suplementado com 60 g L de polpa de banana para orquideas do género
Stanhopea (Villalobos et al., 1994).
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2.3.5 Reguladores de crescimento

O crescimento ¢ o padrio de desenvolvimento da maioria dos sistemas
de cultura de tecidos sdo determinados por fatores como a composicdo € a
concentragio de reguladores de crescimento no meio de cultura (Caldas et al.,
1998). Os reguladores de crescimento sio substincias que atuam em baixas
concentragdes em varios processos do desenvolvimento de plantas (George &
Sherrington, 1984).

Para uma otimizacio do processo de micropropagagdo, uma alternativa
vidvel seria 0 uso de uma quantidade adequada de meio de cultivo € da dose
certa de um hormdnio de crescimneto que atuasse no alongamento da planta de
orquideas.

Nesse contexto pode-se citar, dentre as giberelinas, 0 GA; que é um
regulador de crescimento utilizado no alongamento das partes aéreas e dos
brotos, promovendo respostas contraditorias /n vitro e apresentando diversos
efeitos que variam de acordo com cada espécie. Em alguns casos, 0 GA; pode
ndo apresentar efeito ou inibir o desenvolvimento (Grattapaglia & Machado,
1998; Caldas et al., 1998; Paiva et al, 1999). Em plantas de Marcela a
concentragio de 0,5 mg L™ proporcionou um maior crescimento pa altura dos
explantes (Diniz et al., 1999). Resultados semelhantes foram obtidos por Silva
(2001) com a utilizagiio de 10 mg L'l, trabalhando com gloxinia, obtiveram
maior mimero de folhas e de brotos. Entretanto, a adi¢io do GAs no meio de
cultura ndio proporcionou incremento no tamanho e mimero de brotos formados
em crisdntemo.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras, MG.

No preparo dos meios de cultura foram utilizadas solugGes-estoque do
meio Knudson (Tabela 1) armazemadas em frascos de vidro ambar, a
temperatura em tomo de 5°C. O pH do meio foi ajustado para 5,8 £ 0,1, com
NaOH 0,5 e 0,IN ou HCl 0,1N e o meio solidificado com 5 g L? de agar. Os
meios foram vertidos em frascos de vidro com capacidade para 250 cm’ ¢
contendo 60 mL de meio de cultura. Estes foram vedados com tampas plasticas
translicidas e autoclavados & pressio de 1,1 atm e 3 temperatura de 121°C,
durante 20 minutos. '

TABELA 1. Soluggo nutritiva (Knudson C, 1946).

Volume da SE
SolugZo Concentragio da oy Concentrag3o
esoque(SE) SO Tsp(mgLl)  UON  final (mgl)
1 Ca(NOs),.4H,0 40000 25 1000,00
2 (NH,),SO04 25000 20 500,00
MgS0,.7THO 50000 250,00
3 MnS0,4.4H,0 1500 5 15
CuS0,.5H;0 12,4 0,062
ZnS0,.7H0 66,2 0,331
.80, 11,2 0,056
4 KH,PO, 50000 5 250,00
Na;Mo0,.2H,0 52 0,026
FeSO,.7TH,O 1250 20 25,00
ACUCAR  Sacarose (2%) - - 20000,00

Foram utilizadas pléntulas oriundas de sementes germinadas in vitro
com 1 a 1,5 cm de comprimento ¢ contendo raizes pequenas (= 0,5 cm). As
plantulas de Cattleya loddigesii ¢ C. walkeriana foram colocadas em frascos
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com tampa plistica ¢ vedados com parafilme, em cimara de fluxo laminar
horizontal desinfestada com alcool etilico a 70%. Os instrumentos (pingas)
foram autoclavados ¢ periodicamente flambados, durante o seu uso, com alcool
96° GL. Apds a inoculagiio, os frascos contendo os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com irradiincia em tomo de 35 pmol. m? 5™

Os experimentos foram avaliados aos 180 e 120 dias para plantulas de C.
loddigesii ¢ plantulas de C. walkeriana respectivamente, avaliando-se em fungio
das seguintes variaveis: altura da parte aérea, comprimento das raizes, namero
de folhas, nimero de raizes, massa de plantulas fresca e seca.

Para avaliaciio das variaveis dos experimentos utilizaram-se: a) balanga
analitica de precisio (microgramas) na determinacio da massa fresca e seca das
pléntulas; b) régua graduada em mm, na determina¢do da altura da parte aérea
das plantulas.

O ensaio foi em DIC (delineamento inteiramente casualizado), em
esquema fatorial 5x5, com trés repetigbes compostas de quatro plantulas cada
uma. A anilise de varidncia foi realizada utilizando o procedimento GLM do
software estatistico SAS® (SAS, 1990) por meio do método dos quadrados
minimos ponderados pelo inverso das varidncias de cada tratamento, uma vez
que estes apresentaram heterogeneidade de variancias.

O delineamento experimental utilizado para avaliar o experimento com
plantulas de C. walkeriana foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 4x4 com trés repeticdes e quatro frascos por repeti¢do. Os pardmetros
avaliados foram: mimero de folhas, comprimento médio da parte aérea, peso
médio fresco de raizes, peso médio fresco da parte aérea, peso médio seco do
sistema radicular e peso médio seco da parte aérea. Os dados obtidos foram
submetidos & andlise de regressdo polinomial, empregando-se o programa
SISVAR (Ferreira, 2000).
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3.1 Boro (H;BOs) e Zinco (ZnS0Q,7H;0) no crescimento in vitro de
plintulas de orquidea Cattleya loddigesii

Os tratamentos consistiram da combinagio de cinco concentragdes de
acido barico (0; 0,056; 1,4; 2,8 ¢ 5,6 mg L) e cinco concentragdes de sulfato de
zinco (0; 0,331; 1,655; 3,31 e 6,62 mg L ) no meio de cultura ‘Knudson’,
acrescido de 2 g L™ de carvdo ativado e 150 g L de polpa de banana nanica.

Apés 15 dias da montagem do experimento, devido a uma contaminacgo
do meio com uma bactéria, foi feito uma desinfestaciio ¢ o microorganismo
eliminado utilizando-se o Chloraphenicol — 200 mg L™, sendo 2 mL por frasco.

3.2 Boro (H;BOs) ¢ Manganés (MnSO..4H;0) no crescimento in vitro de
plintulas de orquidea Cattleya loddigesii

Os tratamentos consistiram de diferentes concentragdes salinas de Boro
(0; 0,056; 1,4; 2,8 ¢ 5,6 mg L") e Manganés (0; 3,75; 7,5; 15 ¢ 30 mg L) da
formulagfio de sais do meio ‘KC’, em todas as combinagdes possiveis, acrescido
de 2 g L de carvio ativado e 150 g L™ de polpa de banana nanica.

3.3 Polpa de banana nanica e éigua de coco no crescimento in vitro de
plintulas de orquidea Cuttleya loddigesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii
‘Alba’

Plantulas resultantes do cruzamento de C. loddgesii ‘Grande’ x C.
loddgesii “Alba’ foram inoculadas em meio de cultura contendo os tratamentos:
agua de coco (0, 50, 100, 150 e 200 mL.L") e polpa de banana nanica (0, 25, 50,
75 ¢ 100 gL") em todas as combinagSes possiveis acrescido de 2 gL de
carvio ativado.
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Decorridos 180 dias da instalagiio do experimento, analisou-se 0 mimero
de folbas, nimero de raizes, comprimento da maior raiz, comprimento da parte
adrea, massa fresca de raizes e massa fresca da parte aérea.

Os dados foram comparados por meio de regressio polinomial
empregando-se o programa SISVAR (Ferreira, 2000).

3.4 GA; e numero de explantes no crescimento in vitro de plintulas de
orquidea Cattleya loddgessii

Plantulas de C. loddgesii com 1,0 - 1,5 cm foram submetidas a
uniformizag¢io em meio de cultura Knudson (George et al., 1987) durante trés
meses. Apos esse periodo, em cada frasco de 250 mL contendo
aproximadamente 50 mL de meio, foram colocadas (3, 6, 9, 12) plantulas, sob
condigdes assépticas em camara de fluxo laminar. O meto foi solidificado com
4% de agar, o pH foi ajustado para 5,8 antes do processo de autoclavagem a
121°C, 1 atm, por 20 minutos. No meio de cultura foram acrescidas as
concentragdes 0; 2,5; 5,0; 7,5 € 10,0 g.L" de cido giberélico.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x5, com quatro repeti¢des, sendo cada parcela formada por
trés frascos e com 3, 6, 9, 12 plantulas por frasco.

Ao término de 180 dias da instalagdo, analisou-se o mimero de folhas,
comprimento da maior raiz € da parte aérea, massa fresca de raizes, massa
fresca da parte aérea, massa seca de raiz e massa seca da parte aérea. Os dados
foram comparados por meio de regressio polinomial empregando-se o
programa SISVAR (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Boro (HsBOs) e Zinco (ZnSO,7H;0) no crescimento in vitro de
plintulas de orquidea Cattleya loddigesii

Os resultados da analise de variincia para as caracteristicas avaliadas
estio apresentados na Tabela 2. Observou-se para todas as varidveis que a
interagdo entre os micronutrientes foi significativa.

TABELA 2. Rsumodaanélisedevaﬁﬁncia‘panaaswactedstimsnﬁmerode
folhas (NF), nitmero de raizes (NR), comprimento das raizes (CR),
altura da parte aérea (APA), massa fresca dc plintulas (MFP) e

massa seca de plantulas (MSP).
Fontes de Variacdo Quadrados Médios
GL NF NR CR APA MFP MSP
B 4 28,364** 6673%* 2991* 16,160** 32,356** 20,678**
Zn 4 3,194% 3,458% 7,190** 2,137 44,580%% 25282%*
BxZn 16 7,223%% 3,584*% 6,628%% 3,722%* 34,774%*¢ 49,189**
Residuo 75 1 1 1 1 1 1

*+ " gionificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.

4.1.1 Nimero de folhas

O efeito das concentragdes H;BO3 ¢ Z2S0,.7H,0 no mimero de folhas
pode ser observado na Figura 1. O incremento da concentragdo de ZnSO,7H,0
associada a 5,6 mg.L” de H;BO; promoveu diminuigio no mimero de folhas das
plantulas de forma linear, tendo o maior nimero de folhas (5,55) sido obtido na
auséncia do sulfato de zinco. A redugio dessa varidvel pode ter sido causada
pela toxidez por ZnS04.7H,0.
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FIGURA 1. Numero de folhas de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii em
funcio de boro e zinco. UFLA, Lavras - MG, 2005.

Resuitados contrastantes foram obtidos por Franco (2004), que obteve .
maior mimero de folhas com a utilizagio de ZnS0,.7H,0 (17,2 mg L) e H;BO;
(12,4 mg L") do meio de cultura ‘MS’ na micropropagagio de crisintemo
(Dendranthema grandifiora). Houve um aumento linear no mimero de folhas
com o aumento da concentragio de sulfato de zinco. Entretanto, deve-se
observar que entre espécies ocorrem comportamentos distintos. Possivelmente e
quando comparada ao crisintemo, as plintulas da orquidea C. loddigesii
requerem um meto de cultura mais pobre em boro e zinco para um melhor
desenvolvimento.

4.1.2 Namero de raizes

Observou-se que o maior mimero de raizes (4,75) foi obtido na auséncia
de sulfato de zinco associado a 0,056 mg L' de H;BO; (Figura 2).
Concentragdes superiores a 6,62 mg L' de ZnSQ,.7H,0 quando combinadas
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com 0,056 mg L' de H;BO; podem provavelmente proporcionar um aumento no

namero de raizes. Em fungdo desse aspecto, torna-se necessario realizar outro
ensaio com concentragdes superiores a 6,62 mg L de sulfato de zinco, para
uma melhor compreensio deste comportamento que foi obervado no presente
experimento.

Pode-se observar que houve um aumento no nimero de raizes (4,23) na
concentragio de 2,8 mg L' H;BO; combinada com 4,25 mg L' de ZnS0..7H,0,
apés o qual detectou-se uma redugdo messe parametro. Outra redugéo dessa
variavel pode ser observada com o incremento das concentragdes de
ZnS0,:7H,0 quando associadas a 5,6 mg L' de H;BO;. Essa redugdo foi
causada provavelmente por distirbios nutricionais pela adigdo desses sais.

500 = Y1803 0056 = 4,754-0,580x+0,074x" RI=0,72

' Yinsos s = 3,394+0,391x-0,046x* R: =090
[ Yimpos s.s = 4,105+0,026x-0,033x" R*=098

4,50 T

4,00

3,50
3,00

2,50 1 . . ;
0,00 1,66 3,31 4,97 6,62

ZnS0,.7H,0 (mg L")

m ZnSO4.7v 20 + H3BO3 0,056 mg L-1
A ZnS04.7H20 + H3BO3 2,8 mg L-1
@ ZnS04.7H20 + H3BO3 5,6 mg L-1

Nuamero de Raizes

FIGURA 2. Nimero de raizes de plantulas de orquidea Cattleya loddigesii em
funcdo de boro e zinco. UFLA, Lavras - MG, 2005.

Aratjo (2004a), trabalhando com diferentes concentragdes do meio

Knudson C no crescimento in vitro de orquideas, verificou que a medida que
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aumentaram as concentragdes de meio KC, maiores quantidades de raizes foram
formadas. Entretanto, a partir de 96,5% (0,054 mg L' de H;BO; ¢ 0,319 mg L
de ZnS0,.7H,0) do meio KC houve uma reducdio no mimero de raizes. Esses
resuitados estdio de acordo com a afirmagio citada anteriormente, a qual acentua
a importincia de se estabelecer um protocolo adequado ao crescimento de
orquideas.

Em 1951, Hemberg verificon o efeito de varios ions sobre o
enraizamento de estacas de Phaseolus vulgaris L., demonstrando que o boro,
fornecido como 4cido bdrico, aumentou a produgdo de raizes, enquanto estacas
sem tratamento com boro nio apresentaram raizes. Foi ainda relatado que,
muitas vezes, o fornecimento de boro pode ocorrer pela simples presenga do
elemento como contaminante da agua.

Middleton et al. (1978), em estacas de Phaseolus aureus Roxb.,
verificaram que aquelas que nio receberam tratamento com boro conjuntamente
com auxinas, n3o mostraram alta formago de raizes, sendo 0 mesmo observado
nos tratamentos constituidos apenas com boro.

4.1.3 Comprimento das raizes

Verificou-se que a concentragio que permitiu a obten¢io do maior
comprimento das raizes (3,94 cm) foi de ZnSO,.7H,0 (6,62 mg L") ¢ H;BO;
(1,4 mg L") (Figura 3). _

Na concentragdo de 5,6 mg L' H;BO;, 2 medida que concentragdes de
ZnSO,.7H,O foram aumentadas, observou-se aumento no comprimento das
raizes até o valor de 3,71 cm, quando se utilizou 1,845 mg L de ZnSO,.7H;0.
A partir desse ponto houve redugio, provavelmente devido ao excesso de
nutrientes, provocando provavelmente um desbalango nutricional.
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FIGURA 3. Comprimento de raizes de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii
em funcdo de boro e zinco. UFLA, Lavras - MG, 2005.

Esses resultados mostram que o meio Knudson C, utilizado no
crescimento in vitro de plantula de orquidea, ¢ realmente um meio pobre em sais
quando comparados a0 meio ‘MS’, e que deve ser modificado para se obter um
maior crescimento dessas plantulas. :

Segundo Jarvis (1983), a adigio de boro proporciona um maior
desenvolvimento de raizes em estacas de feijdo, uma vez que esie elemento €
responsével pelo desenvolvimento dos primérdios radiculares.

Ono et al. (1992) afirmaram que o boro adicionado & solugéio de auxina
se faz necessirio para que ocorra um melhor desenvolvimento das raizes
formadas nas estacas de plantas de camélia.

De acordo com Pasqual (2001), o B promove a destruicdo da auxina
natural e aumenta sua translocagiio; logo, plantas com deficiéncia de B tém o
sistema radicular reduzido.
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4.1.4 Altura da parte aérea .

Constatou-s¢ que incrementos nas concentragdes de ZnS0,TH,0
adicionadas 20 meio Knudson C combinadas com 2,8 mg L' H;BO;,
proporcionaram aumento na altura de plintulas de C. loddigesii de forma linear,
até 3,6 cm. Entretanto, maior altura de plantulas (3,8 cm) foi observada com
6,62 mg L' ZnS0,.7H,0 e 1,4 mg L H;BO; (Figura 4).

A altura de plantulas observada na auséncia de ZnS0,.7H,0 e com 2,8
mg L' H,;BO; foi inferior aos demais tratamentos, evidenciando-se a
importincia desses nutrientes para o crescimento de plantulas de orquidea.

g 4,00 Yiosos14 = 3,559-0,288x+0,048x% R*=0,88

.2 Yiosos 28 = 2,84040,110x R*=0,97
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< 2,50 . . T )

0,00 1,66 3,31 4,97 6,62

ZnS04.7H;0 (mg L")

8 ZnS04.7H20 + H3BO3 1,4 mg L-1
© ZnS04.7H20 + H3BO3 2,8 mg L-1

FIGURA 4. Altura de parte aérea de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii
em fung¢do de boro ¢ zinco. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Franco (2004), trabalhando com micropropagacio de plantas de
crisintemo in vitro afirmou que maior comprimento de plintulas foi obtido com
17,2 mg L ZnSO,.7H;0 e 12,4 mg L" H;BO;, demonstrando a necessidade do
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aumento da disponibilidade desses nutrientes em meio de cultura para um
melhor crescimento das plantulas.

4.1.5 Massa fresca de plantulas

O maior peso de plantulas (0,674 g) foi verificado com a utilizacdo de
6,62 mg L ZnSO,.7H;0 e 1,4 mg L" H;BO; (Figura 5). Provavelmente devido
a alguma toxidez dos nutrientes, na concentragdo de 6,62 mg L ZnS0,.7H0 ¢
5,6 mg L de H;BO;, houve uma redugdo no peso de plintulas.

Na concentragio de 2,8 mg L' H;BO; e na auséncia de ZnSO,.7TH,0
pode-se observar que a massa fresca de plinmtulas foi inferior aos demais
tratamentos, sendo que esta ¢ aumentada com o incremento da concentrac3o de
ZnS0,.7H,0. Isto mostra a necessidade de ajuste do meio de cultura Knudson C
para o crescimento das plantulas.

Yinoso =0,498+0,024x0,005¢  R*=0,62
Yiosos 14 = 0,581-0,125x+0,021* R*=0,83
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FIGURA 5. Massa fresca de plantulas de orquidea Carrleya loddigesii em fungio
de boro e zinco. UFLA, Lavras - MG, 2005.



Araujo (2004a) constatou maior peso da matéria fresca de plantulas de
orquidea com a utilizagiio de 50% de meio Knudson, ponto a partir do qual
bouve diminuigio no peso dos explantes, provavelmente devido & toxidez.

Ono et al. (1992) observaram que em tratamentos contendo auxina mais
boro houve um aumento significativo no teor de matéria fresca media, em
relagio aos tratamentos apenas com auxina. Este fato possivelmente podera
explicar a influéncia positiva do boro para essa varivel.

4.1.6 Massa seca de pliantulas

O maior peso (0,05 g) obtido para este pardmetro foi verificado com a
utilizagio de 6,62 mg L' ZnSO,.7H;0 e 1,4 mg L' H;BO;. Com a utilizagio de
H;BO; (5,6 mg L") e doses crescentes de sulfato de zinco, houve também uma
reduggio no peso de plintulas, provavelmente devido a toxidez (Figura 6).

Concentragdes superiores a 6,62 mg L' de ZnS0..7H;0, quando
combinadas com 1,4 mg L' de H;BO;, podem proporcionar um aumento na
massa seca de plintulas. Essa mesma concentragfio de ZnSQ,.7H;0, quando
associada a concentragbes de 0, 0,056 ¢ 5,6 mg L de H;BO;, reduziu a massa
seca de plantulas. '

Segundo Franco (2004), 0 aumento das quantidades tanto de H;BO; ¢ de
ZnSO, provocaram aumento da massa seca das raizes de plantas de crisantemo.
Este resultado evidencia que além de ter fungio na sintese do triptofano,
precursor do AIA, o Zinco também tem fungdo no metabolismo do
desenvolvimento das raizes.

As pesquisas desenvolvidas sobre esse tema tém demonstrado que a nio
utilizacio do boro provoca atraso do desenvolvimento da raiz, devido
possivelmente as alteragbes nos padrdes de translocagiio de carboidratos para as
raizes, as quais ndo disporiam de substratos para crescer. Portanto, a adi¢do de
boro, aumenta a translocagio de agiicares, levando a um maior desenvolvimento
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das raizes, conseqiientemente aumentando a matéria seca total (Andrew, 1962;
Sarin & Sadgopal, 1965; Hull & Lermann, 1972; Venter & Currier, 1977).
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FIGURA 6. Massa seca de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii em fungio
de boro e zinco. UFLA, Lavras - MG, 2005.



4.2 Boro (H;BO;) ¢ Manganés (MnSO,.4H,0) no crescimento in vitro de
plantulas de orquidea Cattleya loddigesii.

Os resultados da anilise de varidncia para as caracteristicas avaliadas
estio apresentados na Tabela 3. Observa-se que para todas as variaveis a
interacdo entre os micronutrientes foi significativa.

TABELA 3. Resumo da analise de varidncia para as caracteristicas numero de
folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento das raizes
(CR), altura da parte aérea (APA), massa fresca de plantulas
(MFP) e massa seca de plantulas (MSP).

Fontes de

Variagio Quadrados Médios
GL NF NR CR APA MFP MSP
B 4 16,604%* 33,800%* 3.870%* 12,443** 9,192%% 8453*
Zn 4 13,135% 3305% 10,093** 5695** 10,703** 6,619**
BxZn 16 3,288%* 4,924*+ 3.623%* 7,015%* 10,073** 7,504%*
Residuo 74 1 1 1 1 1 1

** * gignificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.

4.2.1 Nimero de folhas

Graficamente o efeito das concentragdes H;BO; e MnS0,4H;0 no
niumero de folhas encontra-se apresentado na Figura 7. Maior mimero de folbas
(6,8) foi obtido na auséncia de H;BO; ¢ MnSO;4H;0. O incremento da
concentragio de MnSO,.4H;0 na auséncia de H;BO; promoveu diminui¢do no
numero de folhas das plantulas até o valor de 5,18 folhas, quando se utilizaram
18 mg L' de MnSO.4H,0; porém, concentragdes superiores a esta
proporcionaram um aumento dessa varidvel, provavelmente devido ao
desbalango nutricional causado por esses nutrientes. Observou-se ainda que
concentragGes acima de 30 mg L' de MnSO,4H,0 podem proporcionar um
incremento no nimero de folhas. Toma-se necessario a repeticio do
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experimento com concentragdes superiores a 30 mg L de MnSO,.4H;0 para
verificagdo desse comportamento.

o 7,00 = Yigsoso=6,795-0,180x+0,005¢  R?=0,90
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FIGURA 7. Nimero de folhas de plantulas de orquidea Cattleya loddigesii em
fungiio de boro ¢ manganés. UFLA, Lavras — MG, 2005.

4.2.2 Numero de raizes

Analisando-se o efeito das concentragdes de H;BO; ¢ MnS0O,.4H;0 no
niimero de raizes (Figura 8), observou-se que a utilizagdo de 2,8 mg L de
H;BO; na auséncia de MnSO,.4H,0, promoveu a formagdo de maior nimero de
raizes (5,02). Nessa mesma concentracio de H;BO; e em concentragbes
superiores a 30 mg L de MnSO,.4H,0 constatou-se um aumento no mimero de
raizes. Para confirmagio deste comportamento, ¢ necessirio repetir o
experimentouﬁlimndo-seconcentraq&wsupeﬁoma30mgL“de
MnSO,.4H,0.

Pode-se observar que houve um aumento no mimero de raizes (4,8) na
concentragio de 1,4 mg L' de H;BO; combinada com 16,33 mg L de
MnS0,.4H,0, apés o qual houve redugio. Outra reducio dessa variavel pode ser
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observada com o incremento das concentragdes de MnS0,.4H;0 na auséncia de
H;BO;. Essa redugdo foi causada provavelmente por distirbios nutricionais em
funcio da adicfio desses sais.

Yingoso = 4,412+0,037x-0,603¢  R2=061
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MnS0..4H;0 (mg L)
&8 MhS04.4H20 + H3803 0 mg L-1
® MnS04.4H20 + H3BO3 1,4 mg L-1
A& MnSO4.4H20 + H3803 2,8 mg L-1

FIGURA 8. Numero de raizes de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii em
fungdo de boro e manganés. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Esses resultados estio de acordo com Araujo (2004a) o qual,
trabalbando com diferentes meios de cultura, também detectou um menor
mimero de raizes quando foi usado o meio Knudson C. Isto possivelmenete
pode ser explicado pelo fato dos outros meios de cultura possuirem maior
quantidade de sais minerais em relagio ao Knudson C.

Jacob & Uexkull (1960) enfatizam o fato de ser o boro particularmente
necessario nos processos que envolvem ativagdo da divisdo celular, sendo pois
de grande importéncia na regeneracfo das raizes.
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4.2.3 Comprimento das raizes

Maior comprimento das raizes (3,96) foi obtido em plantulas quando se
adicionou, ao meio de cultura, HsBO; na concentragio de 1,4 mg L™ combinada
com 19,13 mg L' de MnSO,4H;0 (Figura 9). A partir desse ponto houve
redugsio, provavelmente devido ao desbalango mutricional. J4 o incremento da
concentragio de MnSO,.4H,0 associada a 5,6 mg L de H;BO,;, promoveu
aumento no comprimento das raizes de plantulas de forma linear.

>
[=]
o
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® MSO4.4H20 + H3B03 5,6 mg L-1

FIGURA 9. Comprimento de raizes de plantulas de orquidea Cattleya loddigesii
em fungio de boro ¢ manganés. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Esses resultados mostram a importincia em se estabelecer um novo
protocolooﬁxnimdoomeiodeculuuaKmxdsonC,visandoaocmcimcnto
adequado de plantulas de orquidea. Melhores resultados de comprimento de raiz
foram verificados, com a utilizagio de 100% de meio KC, por Araujo (2004a). A
partir de 143% de meio KC houve diminuigdo do comprimento radicular,
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mostrando mais uma vez uma redugdo ocasionada provavelmente por um

desbalango nutricional.

Jarvis (1983) observou que a presenga de boro diminui o teor de AIA
livre em raizes de trigo e milho. O boro tem a fungdo de aumentar a atividade da
enzima AlA-oxidase, sendo esta substincia responsdvel pela degradagdo da

principal auxina indutora do enraizamento (AIA).

4.2.4 Altura da parte aérea

Melhores resultadas para altura da parte aérea (4,1 cm) foram obtidos
com a utilizagio de 1,4 mg L' de H3BO; ¢ 15,3 mg L de MnS0,.4H:0 (Figura
10), a partir do qual houve redugdo.

Observou-se que incrementos nas concentragoes de MnSO..4H,0
adicionadas ao meio Knudson C na auséncia de H;BOs;, proporcionou
diminuigio na altura de plantulas de C. loddigesii de forma linear. Estas
redugdes foram provavelmente devido a um desbalango nutricional do meio de
cultura empregado.

De acordo com Araujo (2004a), maior comprimento da parte aérea foi
observado quando se utilizou o meio Knudson na concentragdo de 121%.
Entretanto, com metade da concentragdo do meio Knudson, os resultados foram
bem semelhantes, ndo justificando a utilizagdo de um meio mais concentrado,

mas a redu¢do do mesmo i sua metade.
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FIGURA 10. Altura de parte aérea de plantulas de orquidea Cattleya loddigesii
em fungio de boro e manganés. UFLA, Lavras — MG, 2005.

4.2.5 Massa fresca de pliantulas

Observou-se que o maior peso de plantulas (0,59 g) foi verificado com a
utilizagdo de 2,8 mg L' de H;BO; na auséncia de MnSO4.4H0 (Figura 11).
Porém, resultados semelhantes foram obtidos para essa variavel (0,57 g) na
concentragio de 1.4 mg L' de H:BO; combinada com 16,3 mg L* de
MnS0..4H,0. Menores valores dessa variavel (0,21 e 0,23 g) foram encontrados
quando da utilizagio de 30 mg L de MnS0..4H0 na auséncia de H;BOs ¢ 1,4
mg L' de H;BO; na auséncia de MnS0O4.4H:0.

Na auséncia de H;BO; e com o incremento da concentragdo de
MnSO..4H,0 houve uma redugdo no peso de plantulas de forma linear,
provavelmente devido a um desbalango desses nutrientes no meio de cultura

usado.
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A MnhS04.4H20 + H3B03 2,8 mg L-1

FIGURA 11. Massa fresca de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii em
funcdo de boro e manganés. UFLA, Lavras - MG, 2005.

De acordo com Araujo (2004a), menor peso de plantulas de orquidea foi
obtido em meio Knudson C quando comparado a outros meios de cultura (MS e
WPM). Isso implica a necessidade de se adequar o meio de cultura KC na
micropropagacio de orquideas.

Ono et al. (1992), trabalhando com estacas de Camélia, ocbservaram que
o boro influenciou a matéria fresca total, aumentando esses valores. '

4.2.6 Massa seca de plantulas

Resultados semelhantes & massa fresca de plintulas podem ser
observados na massa seca, onde na concentragio de 2,8 mg L' de H;BO; ¢
auséncia de MnS0,.4H;0, a maior massa seca (0,053 g) foi observada (Figura
12). Entretanto, resultados semelhantes podem ser observados (0,047 g) na
concentragio de 1,4 mg L de H;BO; ¢ 15,45 mg L' de MnSO,.4H,0. Para
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menores valores dessa variavel, resultados semelhantes sdo observados com a
utilizagio de 1,4 mg L* de H;BO; na auséncia de MnSQ,.4H;0 ¢ 30 mg L™ de
MnSO0,.4H,0 na auséncia de HsBO;.

Houve uma redugdio no peso de plntulas de forma linear, na auséncia de
H;BO; e com o incremento da concentragio de MnSO4.4H,0, provavelmente
devido a um desbalango nutricional.

Yinsos0 = 0,043-0,0007x R?=0,66
Yion0s14 =0,021+0,0034x-0,00011¢ R*=0,95
0,06 Yinsos2s = 0,053-0,003x+0,00006X° R*=0,75
8 5 0,05 L)
“ L4
2 g 004
.2 0,03
“ L4
iz,
= a. 0,02 |
0,01 ] T T T T
0,00 7,50 15,00 22,50 30,00
MnS0..4H.0 (mg L)
m M1S04.4H20 + HBBO3 0 mg L-1
& MnSO4.4H20 + H3B03 1.4 mg L-1
A MiSO4.4H20 + H3BO3 2,8 mg L-1

FIGURA 12. Massa seca de plantulas de orquidea Cattleya loddigesii em funcdo
de boro e manganés. UFLA, Lavras - MG, 2005.

De acordo com Diniz et al. (1999), a quantidade de Mn extraida pelos
explant&sdebananehaamnemouoomotemodeculﬁvo,gmwsaoalmmode
producdo de matéria seca. Empregando-se as concentragdes de B nos explantes
inteiros e nas diferentes partes destes, foram maiores nos primeiros periodos de
cultivo, e diminuiram em fungio do tempo.
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4.3 Polpa de banana nanica e dgua de coco no crescimento in vitro de
plintulas de orquidea Cattleya loddigesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii
‘Alba’

4.3.1 Numero de folhas

Através do teste de F apenas as concentragdes de 50, 100 e 150 mL de
agua de coco e concentragdes de banana apresentaram significdncia. Maior
nimero de folhas (8,36/plantula) foi observado quando se adicionaram 100 mL
de agua de coco a0 meio Knudson C na auséncia da polpa de banana nanica. As
concentragdes de 50 e 150 mL tiveram resultados inferiores (7,5 ¢ 7,66
respectivamente) também na auséncia da polpa de banana. Concentragdes
crescentes de polpa de banana ao meio de cultura promoveram reducgo linear na
quantidade de folhas emitidas pelo explante (Figura 13). A polpa de banana
juntamente com a agua de coco pode ter desequilibrado os nutrientes do meio,
desfavorecendo a emissio de folhas das plantulas de orquidea.
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FIGURA 13. Numero de folhas de plantulas de Cattleya loddgesii ‘Grande’ x
Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio Knudson com polpa
de banana nanica e agua de coco. UFLA, Lavras — MG, 2005.
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4.3.2 Nimero de raizes

Houve significincia na interagdo entre as concentragdes de polpa de
banana nanica ¢ agua de coco. Porém, por meio do teste F, somente as -
concentragdes de 50 e 200 mL de dgua de coco foram significativas em relagio a
polpa de banana (Figura 14).
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3 ¥ 200mL~ 3,375 +0,0334x R=09]
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* 50 mL &gua de coco ® 200 mL &gua de coco

FIGURA 14. Numero de raizes de plintulas de Cattleya loddgesii ‘Grande’ x
Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio Knudson com polpa
de banana nanica e dgua de coco. UFLA, Lavras — MG, 2005.

O maior nimero de raizes (6,5) foi verificado com a utilizagio do meio
de cultura Knudson C acrescido de 50 ou 200 mL de 4gua de coco combinado
com 100 g L de poipa de banana nanica, enquanto que na auséncia de polpa de
banana foram obtidas respostas inferiores (Figura 14).

O aumento das concentragdes de polpa de banana nanica influenciou
positivamente na formagdo de raizes. (6,5) quando se utilizaram 100 g L" de
polpa de banana nanica combinado com 200 mL de 4gua de coco. Porém, com a
utilizagiio de 75 g L de polpa de banana e 200 mL de 4gua de coco, o nimero
de raizes foi de 6,4. A diferenca observada foi de 0,1, ndo se justificando a
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utilizagio de um meio de cultura com maior quantidade de polpa de banana
nanica.

Song et al. (1999), analisando o enraizamento in vitro de plintulas de
Dendrobium nobile Lindl, em diferentes meios de cultura, verificaram que a
formulagio (Adubo Peters®- 3 g L*; 20 g L de sacarose, 60 g L de polpa de

banana) proporcionou maior nimero de raizes.

4.3.3 Comprimento da maior raiz

Para a varidvel comprimento da maior raiz houve significancia apenas
para os niveis de polpa de banana nanica. Verificaram-se melhores respostas
(3,9 cm) com a adigiio de 100 g L de polpa de banana ao meio Knudson

(Figura 15).
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FIGURA 15. Comprimento da maior raiz em plantulas de Cartleyo loddgesii
‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio
Knudson com polpa de banana nanica e agua de coco. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

A polpa de banana nanica pode promover diferentes efeitos no cultivo in
vitro, tais como espessamento e/ou crescimento de raizes, dependendo da
cultivar e da quantidade de polpa utilizada (Torres & Barbosa, 2001).
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4.3.4 Comprimento da parte aérea

Para essa variavel houve significincia apenas para os niveis de polpa de
banana nanica. Observou-se maior comprimento da parte aérea (5,12 cm) em
meio Knudson € suplementado com 100 g L™ de polpa de banana (Figura 16).
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FIGURA 16. Comprimento da parte aérea em plintulas de Cattleya loddgesii
‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio
Knudson com polpa de banana nanica. UFLA, Lavras - MG,
2005.

Estudando o efeito de diferentes meios de cultura, agua de coco e carvao
ativado na propagagio in vitro de meristemas das plantas de Epidendrum sp. €
Dendrobium sp. Simdes et al. (1999) observaram maior crescimento quando
acrescentaram-se 100 mL L™ de 4gua de coco ao meio Knudson C.

Song et al. (1999).constataram que o crescimento in vitro de plantulas de
Dendrobium nobile Lindl, em diferentes meios de cultura ¢ quando foi
empregada a formulagio (Adubo Peters® - 3 g L™; 20 g L™ de sacarose, 60 g L’
de polpa de banana), mencionaram ser este o meio de cultura mais eficiente para
o desenvolvimento da altura das plantulas.



4.3.5 Massa fresca de raizes

Houve significincia apenas para o fator concentragio de polpa de
banana nmanica A medida que se acrescentou a polpa de banana ao meio
Knudson, aumentaram a quantidade e conseqgiientemente a massa fresca de
raizes (Figura 17).

y=0,1459 - 0,00169x +000005¢ R?=097

Peso da massa fresca
de ralzes (g)
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0 25 50 75 100
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FIGURA 17. Massa fresca de raizes de plantulas de Cattleya loddgesn ‘Grande’
x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio Knudson com

diferentes concentragdes de polpa de banana nanica. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

4.3.6. Massa fresca da parte aérea

A interagdo entre os niveis de polpa de banana nanica e dgua de coco foi
significativa. Os melhores resultados para esta variavel foram observados com a
utilizagio de 200 mL de dgua de coco combinado com 100 g L' de polpa de
banana. O incremento das concentragdes de polpa de banana promoveu aumento
na massa fresca da parte aérea (Figura 18).
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FIGURA 18. Massa fresca da parte aérea de plintulas de Cattleya loddgesii
‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’ cultivadas em meio
Knudson com 4gua de coco € polpa de banana manica. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

As concentragdes de polpa de banama nanica incorporada ao meio
Knudson influenciaram o desenvolvimento de maneira significativa. Como a
relagdo foi direta, pode-se inferir que o efeito benéfico da polpa de banana no
comprimexﬂodamaiorraiz,nocompﬁmentodaparteaémenamassaﬁ'&smde
raizes e da parte aérea, continuaria para concentragdes superiores a 100 g L de
polpa de banana.

Esse efeito foi provavelmente devido & composigdo da polpa de banana
nanica, varidvel em aminoacidos, vitaminas e reguladores de crescimento. A
adi@odepolpadebananaamnentaonﬁmcmdebmtosnoculﬁvodeplﬁnndas
de orquideas in vitro (Arditti & Emst, 1993). Também promove diferentes
efeitos no cultivo in vitro, tais como espessamento do sistema radicular,
desenvolvimento da parte aérea e emissio de brotos adventicios (Torres &
Barbosa, 2001).
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A polpa de banana pode suplementar o teor de vitaminas, aminoécidos ¢
reguladores de crescimento ao meio de cultura, promovendo o aumento do peso
da matéria fresca da plintula (Knudson, 1946).

De modo geral, a capacidade tamponante dos meios nutritivos € baixa. O
acréscimo de igua de coco, por sua vez, aumenta essa capacidade tamponante
(Caldas et al., 1998) sendo, provavelmente, uma das causas da maior produgdo
de massa fresca da parte aérea ¢ maior namero de folhas. Outro fator importante
para explicar os resultados obtidos seria possivelmente a presenca de
aminoacidos e citocininas na dgua de coco.

Experimentos  futuros deverdo ser realizados,  utilizando-se
concentragdes maiores de polpa de banana nanica, para definir a concentracdo
ideal para a indugio de melhor crescimento in vitro de plantulas de orquidea.
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4.4 GA; e nimero de explantes no crescimento in vitro de plintulas de
orquidea Cattleya loddgesii

Os resultados da anilise de varidncia para as caracteristicas avaliadas
estdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4. Resumo da analise de variincia para as caracteristicas mimero de
folhas (NF), comprimento da maior raiz (CMR), comprimento
médio da parte aérea (CMPA), peso da matéria fresca de raiz
(PMFR), peso da matéria fresca da parte aérea (PMSPA), peso da
matéria seca de raiz (PMSR) e peso da matéria seca da parte aérea

(PMSPA).
Fontes de Quadrados Médios
Variagio GL NF CMR  CMPA MFR MFPA MSR MSPA
GA; 4 212930 3.085 141128 0.5046* 0.4251 0.0047%* o..oo71
Namero
de 3 26082100 27° 105036  08108%  201970**  0.0027** 0.0572*
plantas
GA3 x N2
12 446890 |y 49p 10.5671%  0.4646 1.1106 0.0012 0.0857
plantas
Residuo 60 1258050 4586 185674 23615 6.4443 0.0039 03443
cv - 20.45 36.98 16.16 87.66 26.19 4191 8132

*x_* sienificativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.

4.4.1 Numero de folhas

A variavel numero de folhas apresentou significancia apenas com
o fator nimero de plantulas (Figura 19). Maior mimero de folhas (93,95)
foram obtidos com a utilizagdo de 12 plantulas/frasco. Esses resultados
evidenciam que a utilizagio do meio de cultura sem a adigdo de



reguladores de crescimento foi suficiente para incrementar o namero de

folhas.
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FIGURA 19. Numero de folhas de plantulas de Cattleya loddgesii cultivadas em
diferentes concentragoes de GA;. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Segundo Caldas et al. (1998), algumas substancias organicas, como 0
acido giberélico, sdo degradadas pelo calor e precisam ser esterilizadas em
filtros especiais do tipo Millipore. No presente trabalho, o 4cido giberélico foi
esterilizado por autoclavagem, o que podera ter causado uma diminuigdo no
seu efeito.

4.4.2 Comprimento médio da parte aérea

Houve significancia da interagdo entre numero de plantulas e doses de
GAs;. Os melhores resultados para a varidvel em questio foram observados
com a utilizagdo de 10 mg.L-' ¢ 12 plantulas de orquidea por frasco. O
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incremento das concentragdes de GA; promoveu aumento do comprimento da
parte aérea (Figura 20).
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FIGURA 20. Efeito de diferentes concentragdes de GA; no comprimento médio
da parte aérea de plintulas de orquidea Cattleya loddgesii. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

A incorporag3o das concentragdes de GA; a0 meio Knudson influencion
no desenvolvimento da parte aérea de maneira significativa.

4.4.3 Peso da matéria fresca da raiz
Para essa variavel ndo houve interacdo significativa; contudo, houve
significincia na analise dos fatores isolados. Observando-se as Figuras 21 ¢ 22,
constatou-se que 0 maior peso da matéria fresca da raiz (0,58) foi obtido com a
utilizagio de 12 plintulas de orquidea por frasco. As demais obtiveram
resultados intermediarios.



Peso médlo da matéria fresca da

3 plarttas 6 plantas 9 plantas 12 plantas
Nimero de plantasffrasco

FIGURA 21. Peso da matéria fresca da raiz de plantulas de Cattleya loddgesii
cultivada em diferentes concentragdes de GA;. UFLA, Lavras -
MG, 2005.
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FIGURA 22. Efeito de diferentes concentragdes de GAs no peso da maténa
fresca da raiz de plantulas de Catrleya loddgesii. UFLA, Lavras -
MG, 2005.

O melhor resultado para o peso da matéria fresca de raiz foi obtido na
auséncia de GA;. O aumento nas concentragdes desta giberelina ocasionou uma
redugdo no peso até a concentragio de 7,5 mg.L". A partir desta concentragio
ocorren um relativo aumento no peso fresco da raiz.

Muitas pesquisas tém evidenciado a existéncia de respostas
diferentes entre espécies e variedsdes da mesma planta quanto a
utilizagdo de reguladores de crescimento. Isso possivelmente pode ser
devido ao balango endégeno entre auxinas/citocininas, pois um equilibrio
da relagdo em favor das citicininas provoca o inicio do desenvolvimento

das brotagbes, 0 que acarreta o aumento de peso.



4.4.4 Peso da matéria fresca da parte aérea
Para a variavel peso da matéria fresca da parte aérea, apenas houve
significincia para o fator mimero de plantas. Observou-se maior peso da matéria

fresca (1,91) com a utilizagdo de 12 plantulas de orquidea por frasco (Figura 23).
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3 plantas ' 6 plantas 9 plantas 12 plantas
Nimero de plantas/frasco

FIGURA 23. Efeito de diferentes concentragdes de GAs; no peso da matéria
fresca da parte aérea de plantulas de orquidea Cattleya loddgesii.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

4.4.5 Peso da matéria seca da raiz
Nio houve interagdo significativa, para a variavel peso da matéria seca
de raiz , apenas houve significancia na analise dos fatores isolados. Ao analisar
os resultados obtidos, verificou-se que plantulas da orquidea C. loddgesii
apresentaram maior peso da matéria seca da raiz (0,0279g) com a utilizagdo de
12 plantulas por frasco. As demais obtiveram resultados inferiores (Figura 24).
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FIGURA 24. Peso da matéria seca da raiz de plantulas de Cattleya loddgesii
comparado com o niimero de pidntulas por frasco. UFLA, Lavras
- MG, 2005.

Para o fator doses de GAs, o melhor resultado obtido para o peso da
matéria seca da raiz ocorreu na auséncia dessa giberelina. O aumento nas
concentragdes de GA; proporcionou uma redugdo no peso da matéria seca da
raiz e que permaneceu até a ultima dose utilizada (Figura: 25).

50



0,035 T y = 0,0002¢ - 0,0038x + 0,0317
R?=0,9833

Peso da matéria seca da raiz {g)

Doses de GA3 mgL-1

FIGURA 25. Peso da matéria seca da raiz de plintulas de Cattleya loddgesii
cultivadas sob diferentes concentracdes de GA;. UFLA, Lavras -
MG, 2005.

4.4.6 Peso da matéria seca da parte aérea
Para a variavel peso da matéria seca da parte aérea houve significincia

apenas para o fator mimero de plantas de orquidea. Observou-se¢ maior peso
(0,3635g) com o emprego de 12 plintulas por frasco. Com o uso de nove ¢ seis
plantulas por frasco obtiveram-se resultados intermediarios, enquanto que com o
uso de trés plintulas por frasco obtiveram-se resultados inferiores as demais

concentracdes empregadas (0,2163g) (Figura 26).
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FIGURA 26. Efeito de diferentes concentragdes de GA; no peso da matéria seca
da parte aérea de plantulas de orquidea Cartleya loddgesTii. UFLA,
Lavras — MG, 2005

52



5 CONCLUSOES

A utilizagio de 1,4 mg L de acido bérico, 6,62 mg L™ de sulfato de zinco e
15 mg L' de sulfato de manganés ao meio Knudson, proporcionou melhor
crescimento in vitro de plantulas da orquidea Cattleya loddigesii.

A adigio de 100 g L' de polpa de banana nanica, promoveu o maior
comprimento da parte aérea, comprimento da maior raiz ¢ massa fresca de raizes
e quando combinada com 50 ¢ 200 mL de 4gua de coco, proporcionou melhores
resultados para o mimero de raizes ¢ massa fresca da parte aérea,
respectivamente.

Para plintulas resultantes do cruzamento de Cattleya loddgesii ‘Grande’ x
Cattleya loddgesii ‘Alba’, a adigio de 100 mL de igua de coco € na auséncia de
polpa de banana nanica, resulton no maior desenvolvimento de folhas.

Quando foram utilizadas 12 plintulas da orquidea Cattleya loddgesii por
frasco ¢ 10 mgL”' de GA;, foram obtidos os melhores resultados para as
variaveis: nimero de folhas, peso de matéria fresca da parte aérea e peso da
matéria fresca de raiz.
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