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RESUMO

PRIZAO, Eliane C., Universidade Estadual de Maringa, dezembro de 2006.
Efeito do carvao ativado e do grafite no crescimento in vitro de orquideas.
Professora Orientadora: Dr?. Maria de Fatima Pires da Silva Machado.
Professor conselheiro: Dr? Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

A proposta do presente estudo foi verificar o efeito das concentragbes de
carvao ativado e grafite adicionado ao meio de cultura no desenvolvimento in
vitro da espécie Cattleya bicolor e do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’. As
culturas assimbioticas foram mantidas sobre meio nutritivo Knudson (KC)
suplementado com carvao ativado ou grafite nas concentragdes: 1,5; 3,0; 4,5;
6,0 e 7,5 g/L, sob influéncia de luz continua ou fotoperiodo de 14 horas, pelo
periodo de seis meses. A adi¢cao de 6,0 g/L de grafite ao meio KC estimulou o
comprimento da parte aérea das plantulas de C. bicolor e 0 aumento no
namero e comprimento das raizes foram evidentes nos meios que continham
6,0 e 3,0 g/L, respectivamente, de carvao ativado. No hibrido ‘BLC Pastoral
Inocence’, a adigao de 4,5 g/L de carvao ativado ao meio KC promoveu maior
namero de brotos. Um aumento no comprimento da raiz foi observado com a
adicao de 4,5 e 1,5 g/L de carvao ativado. Houve um aumento no comprimento
da parte aérea, numero de raizes e no IC na presenga de luz continua,
enquanto que o fotoperiodo de 14 horas promoveu aumento no comprimento
das raizes do hibrido. As diferentes concentra¢des de carvao ativado e grafite
no meio KC promoveram altera¢gdes no pH inicial e final dos meios de cultura.
As diferentes concentracdes do carvao ativado provocaram alcalinizacao dos
meios, ja no controle e nas diferentes concentragbes de grafite, ocorreu
acidificagdo em relagao ao pH inicial onde foram cultivadas as plantulas de C.

bicolor e do hibrido.

Palavras-chave: Meio Knudson, aditivos, concentragoes, orquidea.



ABSTRACT

PRIZAO, Eliane C., Universidade Estadual de Maringa, December 2006.
Influence of the activated charcoal and graphite on in vitro growth of
orchids. Adviser: Dr. Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Co-adviser:
Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

Influence of activated charcoal and graphite added to the culture medium in in
vitro development of Cattleya bicolor and hybrid BLC Pastoral Innocence is
provided. Asymbiotic cultures were maintained on medium nutrient culture
Knudson (KC) supplemented with activated charcoal or graphite at 1.5; 3.0; 4.5;
6.0 and 7.5 g/L concentrations in continuous light or 14h-photoperiod, during 6
months. Whereas the addition of 6.0 g/L of graphite to KC medium triggered the
length of C. bicolor's aerial part, there was also an increase in number and
length of roots respectively in 6.0 and 3.0 g/L media of activated charcoal. The
addition of 4.5 g/L of activated charcoal in hybrid BLC Pastoral Innocence to KC
medium favored a greater number of shoots. An increase in root length has
been reported when 4.5 and 1.5 g/L of activated charcoal were added. Length
of aerial part, number of roots and IC in continuous light increased, whereas the
14h-photoperiod triggered an increase in the length of the hybrid’s roots.
Different activated charcoal and graphite concentrations in the KC medium
favored changes in initial and final pH in the culture media. Different
concentrations of activated charcoal caused the alkalization of media; on the
other hand, there was an acidification in control and in the different graphite
concentrations with regard to initial pH in which C. bicolor and the hybrid plants

were cultivated.

Key words: Knudson medium, addition, concentrations, orchids.



1 INTRODUGAO

A familia Orchidaceae é uma das maiores entre as faner6gamas,
sendo altamente especializada, e a mais evoluida dentre as monocotiledéneas
(DRESSLER, 1993). Além da diversidade de tamanho, forma e cor de suas
flores, as orquideas possuem os hibridos que séo, geralmente, desenvolvidos
refletindo a preferéncia do consumidor. Tanto as espécies quanto os hibridos
intragenéricos e intraespecificos dos géneros Cattleya e Laelia sado de
interesse comercial em razdo da beleza e tamanho de suas flores
(GRIESBACH, 2002). Foram registrados, até o ano de 2001, 80.318 hibridos
de seis géneros de orquideas (Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Oncidium,
Phalaenopsis e Vanda), os quais constituem os componentes mais importantes
do comeércio internacional de orquideas. O cultivo desses seis géneros tem sido
realizado desde que se iniciou a hibridagdo nas orquideas no século XIX,
sendo que o primeiro hibrido interespecifico registrado foi de Cattleya em 1850.
A Cattleya é o grupo que possui maior numero de hibridos, observando-se a
existéncia de aproximadamente 29.000 hibridos, com destaque este género no
setor de comercializagdo de orquideas (CONVENCION..., 2002).

O comércio de produtos da floricultura vem se expandindo; Kiyuna et
al. (2004) registra que no Brasil € observado aumento de 21% nas exportacdes
entre os anos de 2003 a 2004, e isto equivale a um acréscimo de 19,5 US$ em
2003 para 23,6 US$ em 2004. Ja, a importacao obteve um decréscimo de 2%
de um ano para o outro, portanto, o mercado de flores e plantas ornamentais
obteve desempenho excepcional por dois anos consecutivos. Dentre o0s
produtos exportados, destaca-se o grupo de mudas, seguido pelos bulbos e
flores cortadas para buqués. O valor das exportagdes de mudas, no primeiro
semestre de 2004, representa 56,1% do total das exporta¢gdes de produtos da
floricultura. Segundo Kiyuna et al. (2005), no ano de 2004, destacou-se a
exportacao de 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%).



A expansao no comércio de flores e plantas ornamentais faz com que
ocorra aumento na fronteira agricola, onde o Estado de Sao Paulo que é
responsavel por 70% da produgdo nacional (FEDERACAO..., 2001)
apresentando crescimento de 45% na area cultivada entre os anos de 1998 a
2003, e resulta em um aumento na renda familiar dos floricultores que possuem
esta atividade como exploragdo econdmica principal, que evidencia a
importancia do setor como gerador de renda no campo e consequentemente,
aumenta a exportacdo de flores (FRANCISCO; KIYUNA, 2004).

Dentre os diversos paises produtores de orquideas, segundo
Convencion... (2002), os principais sao: Brasil, China, Costa Rica, Estados
Unidos, Filipinas, Indonésia, Malasia, Paises Baixos e Tailandia.

Em orquideas, os métodos de germinacdo simbidtica foram
substituidos pelo procedimento de germinagdao nao-simbidtica, apdés Lewis
Knudson, em 1922, relatar que o fungo nao era necessario para a germinagao
das sementes de orquideas, caso fossem semeadas em meio de cultura que
contém agar, sais apropriados e acgucar. Assim, com a tecnologia da
germinagao assimbiética, milhares de plantulas poderiam chegar a maturidade
a partir de um unico fruto. Das varias férmulas nutritivas propostas por
Knudson, a mais conhecida é a formula “C” (KC) de 1946, sendo um meio
apropriado para a maioria das espécies de orquideas (GRIESBACH, 2002).

De acordo com Convencién... (2002) dentre as milhares de orquideas
comercializadas anualmente, 95% destas sdo propagadas artificialmente, no
sentido de diminuir o numero de plantas coletadas em seu habitat natural.

Diversos sao os aditivos ou suplementos que podem ser adicionados
ao meio de cultura. O carvao ativado € um destes aditivos bastante utilizado na
propagacao in vitro das mais diversas espécies vegetais, inclusive no cultivo de
orquideas. Diversas fungdes sao atribuidas ao uso de carvao na cultura
assimbiotica, e uma das principais utilizagdes é para o escurecimento do meio
de cultura (PASQUAL, 2001); por outro lado em inumeros trabalhos ha
indicagcbes de que este composto possui a capacidade de adsorcdo de
compostos do meio.

Neste sentido, a proposta do presente estudo foi verificar os efeitos da
concentragao de carvao ativado e de grafite, adicionados ao meio de cultura

nos processos de desenvolvimento in vitro da espécie Cattleya bicolor e de um
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hibrido secundario de Cattleya. E possivel que a concentragdo destes
compostos possa ser indicada como eficientes para 0s processos de
desenvolvimento das plantulas, e que o grafite possa ser usado em

substituicdo ao carvao ativado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura

As orquideas séo pertencentes a familia Orchidaceae, a mais evoluida
do reino vegetal, apresentam cerca de 18.500 espécies distribuidas em 788
géneros e mais de 100.000 hibridos, sendo que para alguns autores, 0 numero
de espécies pode ultrapassar 25.000 (PAULA; SILVA, 2004).

As orquideas do género Cattleya sdo nativas do Brasil (BICALHO,
1980), e apresentam ocorréncia natural no México, América Central e do Sul.
S&o0 as orquideas mais comercializadas na atualidade, agrupam inumeras
espécies e milhares de hibridos que possuem flores grandes e vivamente
coloridas. Sao, em geral, epifitas, com pseudobulbo ereto e relativamente
grande encimado por uma folha (unifoliada) ou duas folhas (bifoliadas)
(PAULA; SILVA, 2004 ). Este género abrange mais de 50 espécies, sendo a
Cattleya bicolor incluida na lista das mais conhecidas no Brasil (ENGLERT,
2000).

Dentre as orquidaceas, as do género Cattleya e do género Laelia séo
as mais ornamentais e também as mais conhecidas. A facilidade do cultivo,
condigdes artificiais aliadas a beleza ornamental das suas flores nas espécies e
hibridos, tornaram-nas muito procuradas por colecionadores, orquidofilos e
para fins comerciais (BICALHO, 1980).

O elevado numero de espécies e hibridos de orquideas possibilitam a
ocorréncia de grande variabilidade de formas, tamanhos e cores de folhas e
flores. Gragas a beleza e exuberancia de suas flores, as orquideas destacam-
se como importante planta ornamental, de grande interesse econdmico e
boténico (ARAUJO, 2004).

Quanto a produgdao de mudas de orquideas por sementes, Hadley
(1982) relatou que Bernard, em 1904, foi o primeiro a descrever a infecgao
fungica ocorrente nas espécies de orquideas utilizando-se de um hibrido do

género Cypripedium L. e a espécie Bletia hyacinthina (Sm.) R. Br.



As sementes de orquideas sao muito pequenas, medem
aproximadamente 0,015 mm de comprimento e 0,009 mm de diametro. Embora
em um unico fruto, denominado capsula, possa conter 500.000 sementes ou
mais, estas possuem pouquissima ou nenhuma reserva alimenticia, o que
dificulta sua germinagéo na natureza (PAULA; SILVA, 2004). A germinagao das
sementes de orquideas in vivo depende da relagdao simbidtica com um fungo
(GRIESBACH, 2002), pois elas ndo possuem reserva nutritiva necessaria para
a germinacdo (PAULA; SILVA, 2004); ja in vitro é possivel a germinagéo por
meio da adicdo de um meio nutritivo, sendo este tipo de germinagao
denominada assimbidtica (PIERIK, 1990). Com a tecnologia da germinagéo
assimbidtica, milhares de plantulas poderiam chegar a maturidade, a partir de
um unico fruto (GRIESBACH, 2002).

2.2 Micropropagacao de plantas ornamentais

Para satisfazer as necessidades de mercado, preservar as espécies,
manter a biodiversidade e recuperar areas ja despovoadas, € importante dispor
de métodos adequados de propagacdo, de modo a permitir a clonagem rapida
e massiva das plantas (ARAUJO, 2004). A micropropagagdo de plantas
ornamentais € a técnica de cultura de tecidos mais amplamente utilizada. Mais
de 500 milhées de plantas s&o propagadas anualmente, e a maioria é
constituida por espécies ornamentais (DEBERGH, 1994), das milhares de
orquideas comercializadas anualmente, aproximadamente 95% s&o
propagadas artificialmente (CONVENCION..., 2002). Atualmente, a maior
concentragédo da atividade de micropropagacgao reside na limpeza clonal e na
producdo de mudas de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas
(PASQUAL, 2001).

A técnica de micropropagacao se baseia na totipotencialidade, que € a
capacidade que as células possuem de dar origem a uma planta inteira
(TORRES et al.,, 1999). A partir da técnica de clonagem in vitro, também
conhecida por micropropagagao, ocorre a formacdo de individuos
geneticamente idénticos, a partir de células ou fragmentos de uma determinada
matriz. Esta técnica tem se mostrado de enorme importancia pratica e potencial

nas areas agricolas, florestal, horticultural, bem como na pesquisa basica em
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geral. A multiplicacdo in vitro em larga escala de plantas de importancia
econdmica tem resultado na instalacdo de verdadeiras biofabricas comerciais,
baseadas no principio da linha de produ¢ao (KERBAUY, 1997).

Como é possivel um ajuste dos fatores que influenciam a propagagao
vegetativa tais como nutrientes e niveis de reguladores de crescimento,
consegue-se uma taxa de propagagdo maior que a propagagao convencional,
produzindo assim um maior numero de plantas em menor periodo de tempo,
além de poder acelerar a produgao de novas variedades (HENAO, 1991).

Segundo Debergh (1994), a utilizagdo de tecidos para fins de
propagacao de plantas € normalmente dividida em cinco estagios: estagio 0,
selecdo e preparo da planta matriz; estagio1, estabelecimento de cultura
asséptica; estagio 2, multiplicagdo rapida; estagio 3, preparagdo para o
crescimento em meio natural, e estagio 4, aclimatizacao.

Particularmente, na area de plantas ornamentais, onde predominam
plantas hibridas (gérbera, cravo, tulipa, orquidea etc), a clonagem in vitro de
matrizes selecionadas tem permitido a compatibilizacgdo de demandas
especificas do mercado interno e externo, com atributos importantes como
época de floragao, coloragao, tamanho e forma das flores, numero de flores por
planta, comprimento e resisténcia das hastes florais, tamanho e vigor das
plantas etc (KERBAUY, 1997).

A clonagem de orquideas in vivo é um processo muito lento e pode
requerer um tempo de até dez anos para obter um clone de tamanho aceitavel.
Ja, o cultivo in vitro apresenta as vantagens de serem em alguns casos, muito
eficientes, proporcionarem altos rendimentos e mantém nos descendentes as
caracteristicas da planta-matriz (PIERIK, 1990).

E, porém, bastante reduzido o numero de trabalhos publicados que
envolvem cultura de células e tecidos vegetais de espécies de orquideas. Além
disso, é necessario otimizar protocolos eficientes para a propagacéo em larga
escala (ARDITTI; ERNST, 1993).

2.3 Meio de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e

orgaos de plantas fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos
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tecidos e controlam, em grande parte, o padrao de desenvolvimento in vitro. As
mesmas vias bioquimicas e metabdlicas basicas que funcionam nas plantas
sdo conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como
fotossintese, possam ser inativados pelas condicbes de cultivo e pelo estado
de diferenciagc&o das células (CALDAS et al., 1998).

O meio de cultura é constituido de componentes essenciais e
opcionais. Os essenciais compreendem: agua, sais inorganicos, fonte de
carbono e energia, vitaminas e fitorreguladores. Outros componentes
organicos, tais como: aminoacidos, amidas, acidos organicos e substancias
naturais complexas podem ser adicionadas ao meio para otimizar determinada
resposta no padrédo de crescimento (TORRES et al., 2001).

Em 1922, Lewis Knudson, na Universidade de Cornell, relatou que o
fungo nao era necessario para a germinagao das sementes de orquideas, caso
fossem semeadas em meio de cultura que contém &gar, sais apropriados e
acucares. Com isto, por meio da tecnologia da germinagdao assimbiotica,
milhares de plantulas poderiam chegar a maturidade a partir de um unico fruto.
Das varias férmulas nutritivas propostas por Knudson, a mais conhecida € a
formula “C” (KC), de 1946, que passou a ser utilizada para a germinacao de
sementes e cultivo de plantulas de varias espécies de orquideas (GRIESBACH,
2002).

Geralmente, um meio basicamente simples & recomendado as
orquideas porque nao exigem altas quantidades de minerais (PIERIK, 1990).
Na sua maioria (Cattleya, Cymbidium, Oncidium, Laelia, Vanda entre diversos
outros géneros populares) € usado o meio Knudson “C” ou com algumas
modificagdes na formulagdo original (ARDITTI et al.,, 1982). Para tanto,
observa-se uma grande variedade de meios para a micropropagacao, porem, a
maioria das descricbes de preparos de meio de cultura alternativos nao
demonstram de maneira comparativa se 0 novo meio € ou ndo melhor do que o
outro do qual ele foi originado. Na maioria das vezes, 0s meios S&o
selecionados em fungéo da espécie e tipo ou estagio 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).



2.4 Carvao ativado

A composicado do meio de cultura € um aspecto de extrema importancia
na cultura de tecido vegetal (GAMBORG, 2002), o meio Knudson “C” (KC),
amplamente utilizado para o cultivo in vitro de orquideas, pode ser facilmente
modificado por meio de aditivos ou suplementos diversos, em que o carvao
ativado € um dos diversos compostos que pode ser adicionado ao meio
nutritivo. John T. Curtis, em 1943, foi o primeiro a escurecer o meio de cultura
para a germinacdo de sementes de orquideas nativa americana do género
Cypripedium (ARDITTI; KRIKORIAN, 1996; ARDITTI et al., 1982).

No cultivo in vitro pode ser utilizado tanto o carbono animal, quanto o
carbono vegetal, e este ultimo € o mais utilizado em meios de cultura (ARDITTI,
et al., 1982; ARDITTI; ERNST, 1993). O carvao vegetal ou carbono ativado é
caracterizado pela relagdo extremamente grande entre area-peso (até 2000
m?/g), sendo comumente utilizado para a adsorcdo de substancias (ARDITTI;
ERNST, 1993).

De acordo com Pasqual (2001), o carvao ativado finamente moido é
freqientemente adicionado ao meio em diferentes estagios da cultura de
tecidos. Apesar de ndo ser um regulador de crescimento, este composto
modifica a composi¢ao do meio e, por isso, em algumas circunstancias, regula
0 crescimento da planta in vitro. Diversos efeitos tém sido relacionados com a
adicdo do carvao ativado ao meio de cultura, tais como: promog¢ao de
morfogénese (particularmente embriogénese); restricdo de excesso de
crescimento de calo, adsorcao de compostos exsudados dos tecidos cultivados
ou presentes no agar que, de alguma maneira inibiria o crescimento; formagéao
de raizes em virtude da, provavelmente, sua alta capacidade em excluir a luz
do meio de cultura.

Segundo Henao (1991), a adicao de carvao ativado ao meio de cultivo
pode apresentar efeitos benéficos ou prejudiciais. O crescimento, a
organogénese e a embriogénese sdo estimulados em espécies como Funatria,
micrésporos de tabaco, orquideas, embrides de palma, apices de gengibre,
porém, tem-se observada a inibigao do crescimento em soja e Haplopappus.

Ernst (1975), Hinnen et al. (1989) e Moraes et al. (2003) obtiveram
resultados positivos no crescimento e desenvolvimento de diversas espécies
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de orquideas quando adicionado carvao ativo ao meio de cultura. Moraes et al.
(2003) observaram que além do carvao melhorar a qualidade da plantula de
orquidea in vitro a sobrevivéncia delas apds sua aclimatizagcdo também
aumentou.

A germinagéo das sementes de orquideas também é favorecida com a
presenca do carvao ativado (ARDITTI; KRIKORIAN, 1996). Rodrigues et al.
(2003) analisaram que dentre diferentes concentragbes de carvédo ativado
testadas, a concentragéo de 0,5 g Lt proporcionou melhor germinagéo das
sementes, independente do pH do meio de cultura.

Segundo Groll et al. (2002), os efeitos do carvao ativo podem variar de
acordo com o estadio de desenvolvimento da planta, e em Cassava (Manihot
esculenta Crantz), o carvao teve efeito positivo até o sétimo dia sobre a
diferenciacdo e germinacdao, apos isto nao apresentou efeito benéfico,
indicando assim, que o uso continuo do carvdo durante todo o periodo de
germinagao podera inibi-la.

O carvao ativo por possuir fortes propriedades adsorventes tem sido
utilizado para a adsorcao de produtos quimicos, gases e sélidos dissolvidos. Se
por um lado ele adsorve substancias indesejaveis no meio, por outro ele pode
se ligar irreversivelmente aos reguladores de crescimento, vitaminas, ions, que
prejudicado o desenvolvimento da cultura (PASQUAL, 2001; ARDITTI et al.,
1982).

Pesquisas demonstram a adsor¢ao de reguladores de crescimento
como auxina (EISFELD et al., 2004), GA3 (acido giberélico) (CHAGAS et al.,
2005), tiamina, acido nicotinico (WEATHERHEAD et al., 1978), piridoxina,
acido folico, além de quelatos de ferro (JOHANSSON et al., 1990). Até mesmo
a adsorcao de tanino existente na polpa de fruto verde de banana adicionada
ao meio foi adsorvido pelo carvao, sendo, portanto, benéfico a cultura (SILVA
et al., 2003).

Uma outra fungao atribuida ao carvao ativado € a sua atuagdo como
antioxidante. Em cultura de tecido de bananeira, para prevenir a oxidagao
polifendlica, adiciona-se acido citrico, acido ascoérbico e carvao ativado,
separadamente ao meio (UTINO et al., 2001). Ledo et al. (2001), observaram
que tanto na presengca ou auséncia de acido ascorbico, raquilas de

inflorescéncias maduras de Euterpe oleraceae Mart. (agaizeiro), somente
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alcancaram menor grau de oxidagao quando foram inoculados em meio sélido
suplementado com 0,3% de carvao ativado. Bressan et al. (1999) também
observaram que plantulas de Phalaenopsis transplantadas em meio sem
carvao ativado causavam escurecimento do meio devido a determinadas
substancias, provavelmente fendis, que seriam exsudados das raizes.

O carvao ativado tem sido bastante utilizado no cultivo in vitro para
estimular o enraizamento, principalmente devido a sua alta capacidade em
excluir a luz do meio (PASQUAL, 2001). Coelho et al. (2001) e Mantovani et al.
(2001), observaram em seus trabalhos efeitos positivos do carvao ativo quanto
ao enraizamento, alongagéo e engrossamento das raizes. Entretanto, Cérrea et
al. (2003) observaram que a presencga de carvao ativado afetou negativamente
a formagao de estruturas semelhantes as raizes tuberosas de Ipomoea batatas
(L. Lam), e as raizes formadas na presenga do mesmo se apresentaram finas e
com redugcdo na matéria seca; Borges et al. [s.d] também relataram que a
presenca de carvao, promoveu reducdo e retardo no enraizamento de brotos
de Ananas porteanus K. koch ex E. Morren, um abacaxi ornamental.

Segundo Pasqual (2001), diversos autores tém relatado que o carvao
ativado causa aumento no pH do meio de cultura, sendo observado aumento
de 0,75 unidades no pH em meio MS na presenga de 0,5% de carvao ativo,
esta mudanca no pH ocorreu, em parte, durante a autoclavagem e em parte,
nos primeiros 14 dias subsequentes em meio armazenado. Como o pH pode
influenciar o crescimento e a morfogénese da cultura, é provavel que alguma
diminuicdo nos efeitos do carvao ativado em plantas possa ser atribuida as
mudancas induzidas por ele no pH do meio.

Ao contrario, Pan e Van Staden (1999), testando diferentes
concentragbes de carvao ativo, analisaram que o pH de todos os meios
diminuiram uma a duas unidades apds a autoclavagem, atingiram um pH 6timo
para que ocorresse a promocao da morfogénese. Hinnen et al. (1989)
observaram que o carvao ativado apresenta baixa capacidade tamponante no
meio, obtendo uma redugdo no pH de 5,2 para 4,00 ap6s 12 semanas de
cultivo de sementes de um hibrido de Phalaenopsis.

Hinnen et al. (1989) relatam ainda sobre a importancia do grau de
pureza do carvao ativado, pois analisando diferentes graus de pureza do

carvao, ele obteve um aumento significativo no peso fresco de raizes e plantas
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em meio que continha carvao com maior grau de pureza, Arditti et al. (1982),
também cita que é importante utilizar um carvao de boa qualidade.

As mais diversas concentragbes de carvao ativado sao utilizadas nos
trabalhos de cultivo in vitro. De acordo com Arditti et al. (1982), o carvao
vegetal para a maioria dos meios deveria ser usado na concentragdo de 2 g/L.
Torres et al. (2001) citam que a adicdo de carvao ativo deve variar nas
concentracdes de 0,2% a 0,3%, quando ocorre escurecimento do tecido in
vitro, descoloragdo do meio, formagdo de calo na fase de enraizamento ou
guando o crescimento do tecido é inibido. As mais diversas concentracdes de
carvao ativo sdo observadas nos trabalhos de cultivo in vitro, e geralmente
variam entre 1,0 a 3,0 g (BRESSAN et al.,, 1999; COELHO, et al., 2001;
ERNST, 1975; HINNEN, et al., 1989; MANTOVANI et al., 2001; MORAES et al.,
2003; PIERIK et al., 1988; YAM; WEATHERHEAD, 1988).

2.5 Grafite

Durante as suas revisoes, Arditti et al. (1982) sugerem a adi¢ao de 2
g/L de grafite, quando se deseja apenas 0 escurecimento do meio em
substituicdo ao carvao ativado, pois este ultimo possui a capacidade de
adsorcao irreversivel de certos compostos como certas vitaminas, horménios,
gue podem ser limitantes para o desenvolvimento da cultura.

O grafite € amplamente distribuido mundialmente, mesmo assim ele
possui pequena importancia econdmica. Ha uma escassez mundial de grafite
natural e é particularmente fabricado na América do Norte e Europa
(GREENWOOD; EARNSHAW, 1984).

Segundo os autores acima citados, o grafite natural pode ser utilizado
na fabricagao de aco, na fundigao, refratarios, lubrificantes, lapis e outros.

O grafite € uma das formas alotrépicas do carbono, tal como o carvao e
o diamante. Ele pode ser natural ou sintético, apresentando a mesma estrutura
cristalina, porém com tamanho de cristalitos variados e diferentes propriedades
fisicas e quimicas. E um excelente condutor de calor e eletricidade e exibe
resisténcia ao ataque quimico, ao choque térmico e baixa molhabilidade por
vidros e metais (exceto aco e ferro fundido) e altas temperaturas (OLIVEIRA et
al., 2000).
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No grafite, os atomos estdo arranjados na forma de anéis hexagonais
fundidos (BRADY; HUMISTON, 1986), sdo a ligacdo entre as camadas de
grafite fraca, consistindo em forgas de London que podem suportar o cristal de
grafite somente porque as camadas sao muito largas. As camadas podem
escorregar umas sobre as outras, o que da ao grafite propriedades lubrificantes
muito uteis (RUSSEL, 1980; BRADY; HUMISTON, 1986).

O grafite possui uma reatividade e uma dificil molhabilidade por
materiais aquosos e orgéanicos. Em meio aquoso, o grafite apresenta inferior
dispersibilidade do que os oxidos, carbetos e outros materiais. No processo de
disperséo, a fase liquida deve, inicialmente, molhar a superficie externa do
material e também substituir o ar contido no interior dos aglomerados de
particulas. Tais aglomerados sdo entdo quebrados com o auxilio de agitagcao
mecanica, e expdem a superficie de cada particula ao liquido. Dessa forma, as
superficies tornam-se disponiveis para a atuagao dos aditivos e consequente
estabilizagao (OLIVEIRA et al., 2000).

2.6 pH

O pH do meio é responsavel pela manutencao da solubilidade dos sais,
influencia a absorgdo de nutrientes e reguladores de crescimento e afeta a
eficiéncia do agar. Normalmente, o pH apropriado para a germinagdo de
sementes de orquideas deve ser entre 4,8 e 5,5. O meio pode ndo ser
solidificado em pH muito abaixo de 4,0, além disto, o crescimento das plantulas
pode ser inibido quando o pH é menor que 4,0 ou maior que 8,0 (ARDITTI et
al., 1982; PASQUAL, 2001). A maioria dos tecidos cultivados s&o crescidos em
pH de 5,2 a 5,8 (SKIRVIN, 1986).

Segundo Pasqual (2001), a diferenciacdo e a morfogénese sé&o
freqientemente dependentes do pH. Diversos relatos mostram que o pH do
meio pode influenciar a formagao de raizes de algumas plantas in vitro, em que
um pH levemente acido parece ser preferido para a maioria das espécies
vegetais e uma explicacdo é que a acidez € necessaria para a acao das
auxinas.

Nos mais variados tipo de meios de cultura utilizados para o cultivo de

orquideas, observa-se uma grande variagdo nos valores de pH, ajustados
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antes da autoclavagem ou esterilizacdo por filtragem (MORALES, 2004). Os
meios de cultura MS (completo ou com a metade dos sais), Gamborg B5 e
WPM (modificados ou nao) foram ajustados entre 5,5 e 6,0 por Borges et al.
[s.d], Bressan et al. (1999), Coelho et al. (2001), Groll et al. (2002), Hinnen et
al. (1989), Mantovani et al. (2001), Pan e Van Staden (1999), Pierik et al.
(1988), Praxedes et al. (2000), Utino et al. (2001) e Yam e Weatherhead
(1988). Ja, no meio Knudson, observou-se a aferéncia do pH em torno de 5,2 a
5,5 por Kerbauy (1984), Martini et al. (2001) e 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, ao observar a inibigdo do crescimento no pH 7,0.

Ao contrario, Pasqua et al. (2002) obtiveram aumento no crescimento
de Nicotiana tabacum L. cv. Samsun em pH 7,0; ja, em pH 3,0 houve
ocorréncia de necrose no explante, apés uma semana do cultivo.

Skirvin et al. (1986) sugerem que, 0s pesquisadores fagam as
medicdes de pH apds a autoclavagem, pois esta pratica nao é rotineira, nao
ficando, portanto, explicito em qual valor de pH foi iniciada a cultura. Podem
ocorrer mudangcas no pH apdés a autoclavagem, e estas mudangas sao
esperadas com ou sem a adigao de agar.

O pH do meio deve ser ajustado antes da adicdo do agente gelificante.
Owen et al. (1991) observaram que a adicao do agente gelificante em meio MS
alterou o pH para um aumento de 0,23 unidades, e Pasqual (2001) também
relata que a maioria dos tipos de agar faz com que ocorra aumento do pH logo
apos serem dissolvidos.

Segundo Owen (1991), diversos componentes inorganicos, organicos e
complexos podem influenciar o pH do meio, podem alterar o crescimento e
desenvolvimento da planta in vitro. O carvao ativado, por exemplo, é um aditivo
gue altera o pH do meio, que é observado um aumento no pH.

Um outro fator que pode promover a alteragdo do pH do meio é a
presenca ou auséncia dos tecidos vegetais. Vacin e Went (1949), ao medir o
pH do meio contendo Epidendrum o’ brineanum ao final de cem dias,
observaram uma alteracéo de 5,46 para 3,78; ja na auséncia de explante em
277 dias de cultivo, o pH pouco se alterou: 5,46 para 5,23. Skirvin (1986)

também afirma que a presenca dos tecidos de plantas afeta o pH final do meio.
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Além dos pesquisadores medirem o pH do meio antes e apods a
autoclavagem, o autor acima sugere também que as medicbes sejam
realizadas durante o tempo de cultivo para observar quais as variagcbes que

podem ocorrer.

2.7 Luz

De acordo com as definicdes de Pasqual (2001) e Torres et al. (2001),
a luz é a forma de radiagdo eletromagnética cujo crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo dependentes para processos como
fotossintese (conversdo de energia luminosa em energia quimica),
fotomorfogénese (desenvolvimento de estruturas ou de formas induzidas pela
luz) e fototropismo (resposta em crescimento das plantas induzidas pela luz).

Segundo Arditti e Ernst (1993), diversos aspectos da luz sdo de
extrema importancia na micropropagac¢ao de orquideas: presenga ou auséncia
de luz, duracéo (fotoperiodo), intensidade (niveis de energia), qualidade (cor), e
fonte (natural, fluorescente, incandescente). Pasqual (2001) relata que a
influéncia da luz pode ser direta, por meio da agao sobre o tecido que ja esta
crescendo in vitro, ou indireta, por meio da influéncia da luz sobre a planta-
mae. Algumas vezes, as divisdes iniciais das células de explantes e o
crescimento de calos podem ser inibidos pela luz, apesar de geralmente, a luz
ser requerida para 6timos resultados para o crescimento in vitro de tecidos
organizados.

Pasqual (2001) cita ainda que, as lampadas fluorescentes s&o
utilizadas quase universalmente para fornecer luz para as culturas. Elas tém a
vantagem de proporcionar iluminagdo sem gerar muito calor. Lampadas
incadescentes sdo, as vezes, utilizadas para complementar a luz fluorescente
no espectro do vermelho, mas isso nem sempre € desejavel. As salas de
crescimento para micropropagagao sao equipadas com lampadas de luz
branca fria, “Gro-lux” ou mistura de ambas.

Erig e Schuch (2005), procurando determinar um possivel tipo mais
ativo de luz que a luz branca, de forma a aumentar a eficiéncia da multiplicacao
in vitro de framboeseira “Batum”, testaram cinco diferentes tipos de luz —

branca (controle), vermelha, amarela, azul e verde, observando que a
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multiplicacdo é aumentada com a luz verde, embora, a luz branca seja a mais
utilizada na cultura de tecidos. Entretanto, no desenvolvimento de Chamomilla
recutita (L.) RAUSCHERT, o tratamento com luz vermelha foi o que
proporcionou o melhor desenvolvimento das plantas, quando comparados com
a luz verde, azul e branca (AFFONSO et al., 2003).

Lima et al. (2003) comparando a luz fria e gro-lux para o cultivo de
Rumohra adiantiformis (FORST) ching in vitro, observaram que o tipo de
lAmpada pode ter influenciado na quantidade de folhas emitidas, tendo em vista
que as plantulas apresentaram melhores resultados na luz fria.

As orquideas podem crescer abaixo de luz ou escuro continuo, ou
periodos de luz (fotoperiodo) de varias duragdes. O fotoperiodo apropriado
deve ser testado experimentalmente para géneros e espécies que nao tenham
sido trabalhados antes (ARDITTI et al., 1982; ARDITTI; ERNST, 1993).

A adequacao do fotoperiodo das culturas é necessario para o 6étimo
crescimento e desenvolvimento dos explantes in vitro. O inicio de determinado
processo morfogenético € manifestado quando as culturas sao expostas a um
adequado comprimento do dia (TORRES, 2001). Zeigler et al. (1967), ao testar
trés tipos de fotoperiodos: 12, 16 e 20 horas em Cattleya Enid alba x Laelia
anceps var. veitchii, observaram um aumento no crescimento de acordo com o
aumento do comprimento do fotoperiodo, isto por causa do aumento da
atividade fotossintética, resultante do longo periodo de iluminagao.

Por outro lado, Costa e Carvalho (2003), avaliando a influéncia dos
fotoperiodos de 12 e 16 horas na taxa de micropropagacdo de bananeira cv.
Maga, encontraram que a taxa de multiplicagao foi igual nos dois fotoperiodos,
recomendando, portanto, o uso do fotoperiodo de 12 horas, o0 que proporciona
uma redugao dos custos na produ¢ado das mudas micropropagadas.

Embora a condigdo padrdo para a maioria dos cultivos realizados em
laboratério € sob fotoperiodo de 16 horas, Pasqual et al. (2003) observaram
que embrides imaturos oriundos de tangerineira “Ponca” x laranjeira “Péra”,
cultivados sob regime de 16 horas de luz continua, proporcionou o pior
resultado em termos de altura e peso da matéria fresca da parte aérea das
plantulas, e peso da matéria fresca de raizes, ja, os fotoperiodos de oito, 10,

12, 14, 18 e 24 horas proporcionaram melhor desenvolvimento dos embrides.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi constituido de experimentos de crescimento in
vitro das orquideas Cattleya bicolor e do hibrido de (‘BLC Pastoral Inocence’).
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultivo de

Orquideas da Universidade Estadual de Maringa, em Maringa, Parana.

3.1 Efeito de carvao ativado e do grafite no crescimento de Cattleya
bicolor LINDL. e um hibrido secundario de Cattleya

Sementes de Cattleya bicolor LINDL., provenientes do Estado de Minas
Gerais e estocadas por noves meses, e sementes de um hibrido secundario
obtido do cruzamento de espécies de Brassavola, Cattleya, Laelia (BLC) de
nome fantasia ‘Pastoral Inocence’, proveniente de Mandaguagu — Parana
estocadas por 11 meses, foram semeadas assimbioticamente sobre o meio de
cultura Knudson “C” (KC) suplementado com 150 ml/L de agua de coco.

Apds oito meses de cultivo, 15 pléntulas, em média medindo
aproximadamente 1,00 cm, foram transferidas para os meios de cultura (KC)
adicionados das seguintes concentragdes de carvao ativado e grafite: 1,5; 3,0;
4,5; 6,0 e 7,5 g/L, sob influéncia de luz continua ou fotoperiodo de 14 horas.

Foram realizados quatro experimentos, sendo um para Cattleya bicolor
sob influéncia de luz continua e o outro sob influéncia de fotoperiodo 14 horas,
e 0s outros dois experimentos para o hibrido secundario de Cattleya também
sob influéncia de luz continua e fotoperiodo 14 horas.

O periodo de cultivo foi de seis meses, e para cada tratamento com
Cattleya bicolor e o hibrido secundario de Cattleya, foram utilizadas quatro

repeticdes e 35 ml de meio de cultura por frasco.

3.2 Conducgéao dos experimentos e coleta de dados

Nos quatro ensaios propostos, a fim de mensurar o desenvolvimento

alcancado pelas plantulas, foi calculado o indice de Crescimento (IC) como
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proposto por Spoerl (1948) e modificado por Milaneze (1997), que considera o
namero de raizes e folhas formadas.

Abaixo, exemplo de como é calculado o IC:

IC ind 1f 2f ... S5ou+f 1f 2f ... S5ou+f 1f 2f ... 50u+f ... 50u+f Total
e e e e e e e
1r 1r 1r 2r 2r 2r 50u+r
Classe 1 2 3 .. 6 7 8 .. 11 12 13 ... 16 31 31

% do total

% do total x classe
f = folha

r = raiz

ind = indiferenciado

O valor do IC para cada réplica foi feito através da % do total x classe e
por meio da soma dos resultados de cada classe € dado o valor total do IC.
Tanto em Cattleya bicolor quanto no hibrido secundario, o numero de folhas e
raizes ultrapassaram cinco, portanto, foram considerados como pertencentes a
classe com cinco ou mais folhas e cinco ou mais raizes. Dessa forma, o
namero de classes instituidas para o calculo do IC foi de 31.

Além do indice de crescimento, foram observadas as seguintes
variaveis: numero de brotos, numero de folhas, comprimento da parte aérea,
namero de raizes e comprimento da raiz. Foram consideradas as medidas da
parte aérea e da raiz até 2 cm de comprimento, porque somente cerca de 11%
e 20% de plantulas apresentaram parte aérea e raiz respectivamente acima de
2cm.

Nos ensaios propostos, o pH de todos os meios de cultura foram
ajustados com KOH (1N) e HCI (50%) para 5,30 antes da adi¢do de 6,5 g/L de
agar e 2,0 g/L de sacarose. Todos os frascos que continham os meios de
cultura, juntamente com quatro amostras de pH de cada meio nutritivo para
verificagao do pH inicial, foram autoclavados por 20 minutos sob presséo de 1
atm. Ao término do periodo do experimento (6 meses), foram verificados os
valores de pH final alcangados pelos meios nutritivos onde foram cultivados os
explantes.

As réplicas foram mantidas em sala climatizada, com temperatura de
25+2°C, sob influéncia de luz continua ou fotoperiodo 14 horas, proporcionados
por lampadas fluorescentes de 40 Watts, com intensidade luminosa de 14,9

pmol m2s™.
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O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualisados
e os dados foram analisados estatisticamente, utilizando o programa SAS
(System for Windows V8) ao nivel de 1% 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 adicdao de diferentes concentragdes de carvao ativado e do
grafite no desenvolvimento de plantulas de Cattleya bicolor (LINDL.)

A adicado de diferentes concentragcdes de carvao ativado ou de grafite,
no meio de cultura KC, interferiu com a formagéo de brotos nas plantulas de C.
bicolor, mas o estimulo ou inibicdo das brotacdes nao foram dependentes das
condigdes de manutengdo da cultura sob luz continua ou fotoperiodo de 14
horas de luz (Tabela 1); n&o foi verificada, também, interagao significativa entre
a adicao do carvao ativado, ou de grafite, e as condicdes de manutengao das
plantulas. Embora as comparagdes entre as médias dos numeros de brotos
nas plantulas mantidas nos meios com grafite ou carvao ativado nao tenham
mostrado diferencgas significativas em relagcdo a auséncia dos aditivos (meio
KC, sem grafite ou carvao), o maior numero de brotos (2,81) em plantulas de C.
bicolor foi observado naquelas mantidas no meio KC que continham 7,5 g/L de
grafite, e os menores indices de brotagdes ocorreram nas pléntulas mantidas
nos meios que continham 3,0 e 4,5 g/L de carvao ativado, e 1,5 g/L de grafite
(Tabela 2).

Tabela 1 — Analise de variancia para as caracteristicas NB (nUmero de brotos),
NF (numero de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR
(nimero de raizes), (CR) comprimento da raiz e (IC) indice de
Crescimento em Cattleya bicolor.

Fontes de variacéo GL Quadrados Médios

NB NF CPA NR CR IC
Tratamentos 10 16129 * 06942ns 5904111 ns 6,1441** 350,805 ** 100028,111 ns
Condigdo de crescimento 1 0,2585ns 0,8175ns 741,821 ns 01764 ns 3055618 ns  37640,909 ns
Trat.x condi¢éo de crescimento 10 0,8376 ns 0,7943ns 1326,3975ns 3,4331 ns 321,2539 ** 78060,234 ns
ERRO 66 0,4134 0,3854 394,5108 1,1591 85,0444 52204,606
CV(%) 32,45 10,74 30,02 17,75 26,38 8,63

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade , pelo teste F.
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Tabela 2 — Teste de média para as variaveis NB (numero de brotos), NF
(numero de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR
(nimero de raizes), (CR) comprimento da raiz e (IC) indice de
Crescimento em Cattleya bicolor.

Tratamentos g/L Médias dos tratamentos
NB NF CPA NR CR IC

KC (controle) 1,96 abc 5,56 ab 44965 b 515¢c 23,779¢c 25144 a
KC + Grafite 1,5 g/L 149¢c 6,49 a 64,964 ab 511 ¢ 30,648 abc 2515,0a
KC + Grafite 3,0 g/L 2,21 abc 544b 65650 ab 526¢ 36,041 abc 2505,8 a
KC + Grafite 4,5 g/L 1,82 abc 565ab 69,389 ab 520c 39,284ab 25999 a
KC + Grafite 6,0 g/L 259 ab 5,94 ab 81,558 a 552bc 37,153 abc 2638,1a
KC + Grafite 7,5 g/L 281a 571ab 72,076 ab 6,53abc  26,405bc 26969 a
KC + Carvdo 1,5g/L 2,28 abc 584ab 64211ab 6,47 abc 28,025abc 2643,0 a
KC + Carvéo 3,0 g/L 1,49¢c 557ab  66,345ab 6,46 abc 42,693a 27411a
KC + Carvéo 4,5 g/L 151¢c 597ab 66,896 ab 7,07ab 37,920abc 27540 a
KC + Carvdo 6,0g/L 1,92 abc 580ab 65,991 ab 7,70a 40,740 ab 2858,8 a
KC + Carvdo 7,5 g/L 1,67 bc 553ab 65,733 ab 6,18 abc 41,814a 26351 a

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

A interferéncia negativa do carvao ativado na inducdo de brotos em
plantulas cultivadas em meio KC tem sido descrita para orquideas (ARAUJO,
2004), e também para outras espécies de plantas (FRAGUAS, 2003). Na
brotac&o de figueira ‘Rocha de Valinhos’, Fraguas (2003) aponta para um efeito
do carvao ativado na adsorgao de reguladores de crescimento adicionados ao
meio de cultura, influenciando negativamente a divisao celular e o crescimento
das gemas axilares, com o predominio da dominancia apical. Em pléantulas da
espécie Miltonia flavescens, Moraes et al. (2003) descrevem que o numero de
brotos formados foi menor em presencga de carvao ativado.

O numero de folhas formadas em C. bicolor nao foi diferente nas
plantulas mantidas em meio de cultura KC que continham as diferentes
concentragbes de carvao ativado ou de grafite (Tabela 1), indicando que a
adicao das diversas concentragdes do carvao ativado, ou de grafite, nado
afetaram o desenvolvimento das folhas nesta espécie. Para outras espécies de
orquideas, como para o hibrido Brassocattleya ‘Pastoral x Laeliocattleya’
Amber Glow’, tem sido indicado que a adi¢gao de carvao ativado ao meio de
cultura inibe a formagéo de folhas (SILVA et al., 2003). O numero de folhas das

plantulas de C. bicolor também nao foi dependente das condigbes de
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manutencado da cultura sob luz continua ou fotoperiodo de 14 horas de luz
(Tabela 1).

Maior numero de plantulas de C. bicolor que apresentaram
comprimento da parte aérea em torno de 2 cm em meio KC que continham 6,0
g/L de grafite, quando comparado com o numero de plantulas mantido no
mesmo meio na auséncia de grafite (experimento-controle; Tabela 2), sugere
que a concentragdo de 6,0 g/L de grafite possa ser recomendada em
combinagdo com algum regulador de crescimento (acido giberélico, por
exemplo) no sentido de promover um crescimento diferencial das plantulas, em
relagdo as demais concentragdes de grafite ou de carvao ativado testadas no
presente estudo. Chagas et al. (2005) encontraram maior comprimento da
parte aérea em plantulas de Citrus quando foi adicionado ao meio de cultura 2
g/L de carvao ativado em combinagdo com as maiores concentragcdes de acido
giberélico, que estimulou uma proposta para efetuar testes analogos para obter
crescimento diferencial significativo para as plantulas de C. bicolor.

A adicdo de carvao ativado no meio de cultura KC estimulou a
formacgao de raizes nas plantulas de C. bicolor (Tabela 1). A adigao de 4,5 ou
6,0 g/L de carvao ativado ao meio de cultura KC promoveu o desenvolvimento
de maior numero de raizes nas plantulas (Tabela 2). O efeito favoravel da
adicao de carvao ao meio de cultura para inducao de raizes tem sido verificado
também para outras espécies de orquideas (ARAUJO, 2004). Por outro lado, a
adicao de diferentes concentragdes de grafite ndo estimulou a formagao de
raizes em C. bicolor, indicando que o escurecimento do meio de cultivo por
ambos compostos, carvdo ativado ou grafite, ndo deve ser o unico fator
determinante do aumento no numero de raizes em plantulas cultivadas em
meio contendo o carvao ativado. De acordo com os relatos de Arditti e Ernst
(1993), no sistema radicular das orquideas ocorre produgdo de compostos
fendlicos toxicos que podem comprometer o desenvolvimento das raizes; o
efeito de tais compostos seriam entdo, atenuados pela capacidade de adsorgéo
do carvao ativado quando presente no meio de cultura. Assim, é possivel que o
grafite, por ser um material inerte, nao apresente um potencial de adsorgao
equivalente ao do carvao ativado quando adicionado no meio de cultura KC

onde foram mantidas as plantulas de C. bicolor.
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O numero de raizes formadas nas plantulas de C. bicolor nao foi
influenciado pelas condi¢gdes de manutengao da cultura sob luz continua ou
com fotoperiodo de 14 horas (Tabela 1), mas o desenvolvimento das raizes,
comprimento das mesmas, foi dependente da adicdo de concentragdes
especificas de grafite ou carvao ativado, bem como da interagdo entre as
diferentes concentragbes destes compostos e as condicbes de manutencao
com luz continua ou com fotoperiodo de 14 horas; a interagao foi significativa
(Tabela 1). Um maior numero de plantulas apresentando raizes que atingiram
um comprimento de até 2 cm foi observado nos meio KC contendo 3,0 e 7,5
g/L de carvéo ativado (Tabela 2). O escurecimento do meio de cultura e o
suposto potencial de adsor¢ao do carvao ativado considerados previamente
por diferentes autores (ARAUJO, 2004; ARDITTI; ERNST,1993; CORREA et
al., 2003), e a auséncia de luz periddica nas plantulas mantidas no fotoperiodo
de 14 horas, devem ser os fatores que contribuiram para que as plantulas de
C. bicolor mantidas no meio com carvao ativado apresentem crescimento maior
das raizes.

A analise do indice de crescimento que considera 0 numero de raizes e
folhas formadas em cada plantula, ndo apresentou diferenga estatisticamente
significante (Tabela 1). E possivel que o efeito positivo da adi¢do de carvao
para o desenvolvimento das raizes e comprimento da parte aérea tenha sido
atenuado pelo efeito negativo ou auséncia de efeitos destes compostos para
induzir brotagdes e produgédo de folhas, respectivamente. Isto € um aspecto
positivo para o cultivo in vitro de plantulas de C. bicolor, uma vez que qualquer
uma das concentragcdes dos referidos compostos testadas no presente estudo,
poderia ser recomendada para manter as plantulas sem provocar alteragdes
nos indices de crescimento das mesmas (Tabela 2), e particularmente
interessante quando o objetivo primordial € promover maior desenvolvimento

das raizes.
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Figura 1 — Plantulas de Cattleya bicolor, apés 6 meses de cultivo em diferentes
concentragdes de carvao ativado, sob influéncia de luz continua.
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Figura 2 — Plantulas de Cattleya bicolor, apés 6 meses de cultivo em diferentes
concentragdes de carvao ativado, sob influéncia de fotoperiodo de
14 horas.
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Figura 3 — Plantulas de Cattleya bicolor, apés 6 meses de cultivo em diferentes
concentragoes de grafite, sob influéncia de luz continua.
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Figura 4 — Plantulas de Cattleya bicolor, apés 6 meses de cultivo em diferentes
concentragoes de grafite, sob influéncia de fotoperiodo de 14 horas.
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4.2 Efeito da adicao de diferentes concentracdes de carvdo ativado e do
grafite no desenvolvimento de plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral
inocence’

A adicdo ao meio de cultura Knudson (KC) de diferentes
concentracdes de carvao ativado e grafite influenciou na formacao de brotos do
hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, enquanto que as condigcdes de manutengao da
cultura sob luz continua ou fotoperiodo de 14 horas de luz ndo afetaram no
desenvolvimento das brotagdes. Também n&o houve interacdo significativa
entre as diferentes concentragcbes de carvao ativado ou de grafite e as
condigbes de crescimento das plantulas (Tabela 3). A formagdo de maior
namero de brotos (3,09) por pléntula do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, foi
observado no meio KC contendo 4,5 g/L de carvao ativado (Tabela 4). Foi
verificado por Silva et al. (2003) em plantulas do hibrido Brassiocattleya
‘Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow’, maior formagdo de brotos quando
adicionado carvao ativado na concentragdo de 200 mg. L™ juntamente com 75

g.L "' de banana.

Tabela 3 — Analise de variancia para as caracteristicas NB (nUmero de brotos),
NF (numero de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR
(ntmero de raizes), (CR) comprimento da raiz e (IC) indice de
Crescimento no hibrido ‘BLC Pastoral Inocence".

Fontes de variacéo GL Quadrados Médios

NB NF CPA NR CR IC
Tratamentos 10 1,6129*  0,3877ns  3248,441 ** 0,7066 ** 28336493 ** 92472427 ns
Condigdo de crescimento 1 0,2585ns  0,5648 ns 20397,237 ** 3,0563 ** 177818278 ** 66833592 **
Trat.x condigdo de crescimento 10 0,8376 ns 02711 ns  877,0977 ** 0,7121 ** 7279681 ns 203613,695 **
ERRO 66 0,4134 0,3072 212,5552 0,1586 209,9135 42446 577
CV(%) 32,45 12,58 20,68 35,1 50,79 19,4

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 4 — Teste de média para as variaveis NB (numero de brotos), NF
(numero de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR
(nimero de raizes), (CR) comprimento da raiz e (IC) indice de
Crescimento do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence"’.

Tratamentos g/L Médias dos tratamentos
NB NF CPA NR CR IC

KC (controle) 0,9988 b 4,66 a 95,933 a 1,26 abc 4,068 d 11073 a
KC + Grafite 1,5 g/L 1,9775 ab 412a 89,688 a 0,71¢ 10,313 d 908,0 a
KC + Grafite 3,0 g/L 1,3088 b 4,52a 92,750 a 0,77 be 7,250d 9048 a
KC + Grafite 4,5 g/L 2,32ab 4,33a 78,750 abc 0,94bc 21,250 bed 10151 a
KC + Grafite 6,0 g/L 1,4075b 4,23 a 86,250 ab 1,37 abc 13,750 cd 11841 a
KC + Grafite 7,5 g/L 1,6613 b 412a 75,625 abcd 0,96 bc 24,375 bed 980,3 a
KC + Carvdo 1,5 g/L 1,6350 b 4,70 a 48,125 ef 1,03 abc 51,875a 1049,9 a
KC + Carvéo 3,0 g/L 1,5913 b 4,51 a 63,323 bcde 1,29 abc 35,361 abc 11389 a
KC + Carvédo 4,5 g/L 3,0975 a 4,67 a 37,876 f 1,68 a 55,911 a 11724 a
KC + Carvéo 6,0 g/L 1,6888 b 422a 51,370 def 141ab 45054 ab 12056 a
KC + Carvao 7,5 g/L 2,1513 ab 4,31a 55,476 cdef 1,01bc 44,524 ab 10126 a

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si, em nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de Tukey.

As diferentes concentragdes de carvao ativado ou grafite, nao
interferiram na formacgéao de folhas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ (Tabela
3). Embora o carvéo ativado na concentracéo de 1,5 g/L tenha proporcionado
maior média de numero de folhas (4,70), a diferenga minima verificada quando
comparado ao tratamento-controle (KC) (4,66), nao foi significativa. Portanto, a
recomendacdo é utilizar somente o meio KC (controle) para esta variavel
(Tabela 4), pois embora o carvao ativado ndo seja o componente de maior
custo no preparo do meio de cultura, a sua redugao & economicamente
favoravel, especialmente para a produgdo comercial de mudas. A formagao de
folhas nao foi influenciada pela manutencédo da cultura sob luz continua ou
fotoperiodo de 14 horas de luz, bem como a interagcao entre as condi¢des de
manutencado da cultura e a adigdo de carvao ativado ou de grafite ao meio
Knudson (Tabela 3).

O comprimento da parte aérea do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ foi
influenciado com a adigdo de carvao ativado ou grafite ao meio de cultura KC
(Tabela 3). Um maior numero de plantulas que apresentaram comprimento da
parte aérea de aproximadamente 2 cm foi verificado no meio KC na auséncia

de carvéao e grafite, e no meio KC contendo 1,5 e 3,0 g/L de grafite (Tabela 4).
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Santos et al. (2005), ao testar diferentes concentragdes de carvao ativado ao
meio Knudson (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g.L™"), verificaram que todas as
concentragbes de carvao ativado foram deletérias para a formacédo da parte
aérea de Epidendrum ibaguense, sugerindo assim, a nao-utilizagdo de carvao
ativado para o cultivo dessa espécie de orquidea. O comprimento da parte
aérea das plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ também foi influenciado
pelas condigdes de manutengéo da cultura sob luz continua ou fotoperiodo de
14 horas de luz (Tabela 3). Houve aumento do comprimento da parte do hibrido
‘BLC Pastoral Inocence’, quando na presencga de luz continua (Tabela 4).

Maior numero de raizes nas plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral
Inocence’ foi obtido quando adicionado o carvao ativado (Tabela 3). A adi¢cao
de 4,5 g/l de carvao ativado ao meio Knudson promoveu aumento no numero
de raizes das plantulas, enquanto que a adi¢cao de grafite diminui a formacéao
de raizes, principalmente na concentragdo 1,5 g/L (Tabela 4). O tipo de
iluminagdo bem como sua interagdo com a adicdo de diferentes concentragbes
do carvéao ativado e do grafite influenciaram no desenvolvimento das raizes do
hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’; a presenga de luz continua promoveu maior
desenvolvimento das raizes (Tabela 3). Araujo (2004) também verificou em
Laelia tenebrosa aumento no numero e crescimento de raizes quando
adicionado o carvao ativado ao meio de cultura. O autor justificou que isso se
deve ao carvao ativado possuir impurezas que podem favorecer o crescimento
das raizes ja existentes, e induzir a emissao de novas raizes.

Além do numero de raizes, o comprimento dessas também foi afetado
pelas diferentes concentragbes de carvao ativado ou grafite ao meio Knudson
(KC) (Tabela 3). Maior numero de plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’
com raizes atingindo até 2 cm de comprimento foi verificado nos meios KC que
continha carvao ativado, principalmente nas concentragbes de 4,5 e 1,5 g/L de
carvao ativado. Ja, na auséncia de carvao e grafite € no meio KC contendo 3,0
e 1,5 g/L de grafite, ocorreu diminuigdo do comprimento das raizes (Tabela 4).
Araujo (2004) obteve maior comprimento de raizes em Laelia tenebrosa com a
concentragao de 4,0 g/L de carvao ativado, e sugeriu que com o aumento das
concentragbes de carvao ativado provavelmente ocorra um aumento linear no
comprimento das raizes; o autor recomenda a utilizacdo de concentragdes

superiores a 4g/L de carvao ativado. Entretanto, os resultados obtidos para o
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cultivo do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ indicaram que concentragdes
maiores que 4,5 g/L de carvao ativado diminuem o comprimento das raizes das
plantulas. Assim, é possivel que além do efeito do carvao ativado poder variar
de acordo com a espécie considerada, a concentragao do aditivo também pode
ser especifico para cada espécie, havendo, portanto, necessidade de
pesquisas preliminares de acordo com a espécie com que se deseja trabalhar.

O comprimento das raizes do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ também
foi influenciado pelas condi¢des de manutengéo da cultura sob luz continua ou
fotoperiodo de 14 horas, porém a interagao entre as condigdes da manutengao
da cultura e as diferentes concentragdes de carvao ativado e grafite néo
apresentaram diferengas significativas. O fotoperiodo de 14 horas de luz
promoveu aumento do numero de plantulas que apresentam aproximadamente
2 cm de comprimento (Tabela 3).

A adigéo das diferentes concentragdes de carvao ativado ou grafite ndo
produziram efeitos significativos no indice de crescimento (IC) das plantulas do
hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ (Tabela 3), mas as condi¢des de manutencao
da cultura sob luz continua ou fotoperiodo de 14 horas determinou um aumento
do IC na presenca de luz continua (Tabela 6). Houve também influéncia
significativa na interacdo entre as diferentes concentragbes de carvao ativado
ou grafite e as condigdes de manutencdo com luz continua ou com fotoperiodo
de 14 horas.

Milaneze (1997) verificou, ao trabalhar com diversas espécies de
orquideas, que a quantidade diaria de iluminagdo recebida pelas plantulas
aumentou o numero de folhas e raizes formadas, obtendo com isso maior
indice de Crescimento (IC). Pasqual (2003), ao trabalhar com embribes
imaturos oriundos do cruzamento entre tangerineira ‘Poncé e laranjeira ‘Péra’
também verificou tendéncia de maior numero de folhas com 24 horas de luz
continua, € maiores comprimentos da raiz foram obtidos com 14 e 24 horas de

luz continua.
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Figura 5 — Plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, apés 6 meses de
cultivo em diferentes concentracbes de carvao ativado, sob
influéncia de luz continua.
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Figura 6 — Plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, apés 6 meses de
cultivo em diferentes concentragdes de carvao ativado, sob
influéncia de fotoperiodo de 14 horas.
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Figura 7 — Plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, apés 6 meses de
cultivo em diferentes concentragcbes de grafite, sob influéncia de
luz continua.
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Figura 8 — Plantulas do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, apés 6 meses de
cultivo em diferentes concentragdes de grafite, sob influéncia de
fotoperiodo de 14 horas.
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4.3 Efeito da adicao de diferentes concentracdes de carvdo ativado e do
grafite no pH inicial e final do meio de cultura KC, para o
desenvolvimento de plantulas de Cattleya bicolor e do hibrido ‘BLC
Pastoral inocence’

A suspeita de que a adicdo de diferentes concentragcdes de carvao
ativado e de grafite no meio de cultura KC possam alterar o pH inicial e pH final
do meio foram confirmadas no presente estudo. Os valores de pH dos meios
de cultura onde se desenvolveram as plantulas de C. bicolor, previamente
aferidos para 5,30 antes do processo de autoclavagem, foram alterados
significativamente (Tabela 5) quando da adigéo de grafite ou de carvao ativado.
Maiores variagdes no valor do pH inicial do meio de cultura foram verificadas
com a adicao de 6,0 g/L de grafite e com 4,5 g/L do carvao ativado (Tabela 8).
O carvao ativado usado na concentragao de 3,0 g/L e o controle (KC) nao
determinaram alteragdes significativas no pH inicial do meio, enquanto as cinco
concentragdes de grafite promoveram aumento significativo na variagao do pH

inicial do meio de cultura KC (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 — Analise de varidncia para o valor do pH inicial e final do meio de
cultura Knudson contendo diferentes concentragcdes de carvao
ativado ou grafite para Cattleya bicolor e para o hibrido ‘BLC
Pastoral Inocence.

Cattleya bicolor Hibrido
pH inicial pH final pH inicial pH final

Fontes de variagéo GL  Quadrado Médio Quadrado Médio GL Quadrado Médio Quadrado Médio
Tratamentos 10 0,1578 ** 13,4447 ** 10 0,0775* 14,0765 **
Condigédo de crescimento 1 0,0000 ns 4,6506 ** 1 0,0000 ns 4,361 **
Trat.x condigao de crescimento 10 0,0000 ns 2,8577 ** 10 0,0000 ns 2,0601 **
ERRO 66 0,0013 0,3797 66 0,1561 02117
CV(%) 0,68 12,7 23 8,72

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 6 — Teste de média para os valores de pH inicial e final do meio de
cultura Knudson contendo diferentes concentracdes de carvao
ativado ou grafite para Cattleya bicolor e para o hibrido ‘BLC
Pastoral Inocence.

Tratamentos g/L Médias dos tratamentos
Cattleya bicolor Hibrido
pH inicial pH final pH inicial pH final

KC (controle) 534¢e 346d 5,33 bed 371f
KC + Grafite 1,5 g/L 545d 3,80d 5,42 abed 415f
KC + Grafite 3,0 g/L 5,47 cd 3,55d 5,43 abed 3,80f
KC + Grafite 4,5 g/L 545d 3,75d 5,39 bed 418f
KC + Grafite 6,0 g/L 562b 417d 527d 5,04 de
KC + Grafite 7,5 g/L 543d 4,08d 5,44 abed 435 ef
KC + Carvéo 1,5 g/L 543d 5,85 bc 561a 6,65ab
KC + Carvao 3,0 g/L 534e 712a 5,46 abcd 6,26 bc
KC + Carvéo 4,5 g/L 583a 541¢ 551 ab 5,67 cd
KC + Carvéo 6,0 g/L 542d 6,52 ab 5,49 abc 714a
KC + Carvao 7,5 g/L 553c 5,60 bc 529 cd 7,03 a

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna n&o diferem entre si, em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de

Alteragcdes no pH do meio de cultura KC, apdés a adigdo de carvao
ativado foram descritas por outros autores (MORALES et al., 2006). Segundo
Morales et al. (2006), os valores de pH dos meios de cultura contendo carvao
ativado apresentaram aumento proporcional ao aumento da concentragao do
composto.

A preocupagdo com alteragcbes do pH do meio de cultura apdés a
autoclavagem vem sendo especulada desde a década de 80. Skirvin et al.
(1986) sugeriram que os pesquisadores fizessem as medi¢cdes de pH apds a
autoclavagem dos meios de cultura para o cultivo in vitro. Embora isto ndo seja
uma pratica rotineira, segundo os referidos autores (SKIRVIN et al., 1986) o
valor do pH inicial da cultura nado fica explicitamente registrado nos trabalhos;
0S autores suspeitaram que poderiam ocorrer mudangas no pH apds a
autoclavagem com ou sem a adigdo de agar, quando para as culturas estavam
em meio solido. Os resultados no presente estudo para o cultivo in vitro de C.
bicolor em meio de cultura KC confirmam as especulag¢des e preocupacdes dos

demais autores.
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No cultivo in vitro de plantulas de C. bicolor, em meio de cultura KC,
também foi observado que a adicao das diferentes concentracbes de carvao
ativado alterou o pH final dos meios de cultura (Tabela 6). As alteragées no pH
final foram dependentes das condigcbes de manutencdo da cultura com luz
continua ou com fotoperiodo de 14 horas de luz. A Tabela 5 indica que houve
interacao significativa entre as concentragdes do carvao ativado adicionado ao
meio de cultura e as condicbes de manutencao da cultura.

As diversas concentragbes do carvdo ativado provocaram a
alcalinizagdo dos meios de cultura; uma alteragado pronunciada (valor do pH
final = 7.12) pode ser verificada com a adi¢ao de 3,0 g/L de carvéo ativado no
meio de cultura das plantulas de C. bicolor (Tabela 6). Contrastando com as
variagdes de pH detectadas nos meios de cultura contendo carvao ativado, no
experimento-controle na auséncia de ambos compostos, bem como nos meios
contendo as diferentes concentragdes de grafite, ocorreu uma acidificagao do
meio de cultura em relagao ao pH inicial da cultura de C. bicolor (pH = 5,34) e
do hibrido ‘BLC Pastoral inocence’ (pH = 5,33).

As alteragdes nos valores do pH inicial e pH final dos meios de cultura
sao evidéncias que merecem destaque porque, o efeito positivo, ou negativo,
nas variaveis sob influéncia das diferentes concentragdes de carvao ativado ou
grafite pode ser decorrente de alteragbes do pH dos meios e/ou da interacao
entre os diferentes fatores com as alteragdes de pH.

A adicao das diferentes concentragdes de grafite ou de carvéo ativado
alterou igualmente (no mesmo sentido) o pH inicial do meio de cultura KC
tornando-o mais alcalino, mas o pH final foi alterado somente nos meios
contendo o carvao ativado (Tabela 8). A adigdo das diversas concentragdes de
grafite ndo alterou o pH final do meio KC onde foram mantidas por 6 meses as
plantulas der C. bicolor e do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’. No meio contendo
0 carvao ativado ocorreu alcalinizagdo, com aumento de 1,95 a 3,66 unidades
de pH onde foram mantidas as plantulas de C. bicolor e, com aumento de 1,96
a 3,43 unidades de pH onde foram cultivadas as plantulas do hibrido ‘BLC

Pastoral Inocence’.

33



4.4 Efeito da adicao de diferentes concentracdes de carvao ativado e do
grafite no desenvolvimento de plantulas de Cattleya bicolor e do
hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’

A analise do efeito da adigao das diferentes concentracdes de grafite e
de carvao ativado no meio KC para o desenvolvimento das plantulas de C.
bicolor e do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ mostrou efeitos diferenciais para
ambos aditivos indicando que o grafite ndo pode ser usado em substituicdo ao
carvao ativado. A suspeita de que o carvao ativado tem efeitos adicionais além
de simplesmente determinar o escurecimento do meio de cultura foi reforcada
no presente estudo pela evidéncia de que a adi¢ao de 6,0 g/L de grafite ao
meio KC estimulou o comprimento da parte aérea das plantulas de C. bicolor,
mas nao promoveu nenhum efeito no desenvolvimento das raizes. O aumento
no numero de raizes e o0 numero maior de plantulas de C.bicolor com raizes
maiores foram evidentes nos meios que continham 6,0 e 3,0 gL,
respectivamente, de carvao ativado.

O efeito diferencial de carvao ativado em relacao ao grafite pode ser
observado também no crescimento das raizes do hibrido ‘BLC Pastoral
Inocence’;, no meio KC que continham 4,5 g/L de carvao ativado, foram
encontradas o maior numero de plantulas do hibrido com raizes maiores (em
torno de 2 cm de comprimento).

A evidéncia de que diferentes concentra¢des de carvao ativado foram
efetivas para promover o crescimento das raizes das plantulas de C. bicolor
(3,0 g/L) e do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ (4,5 g/L) € mais uma indicativa
de que o carvao ativado tem efeito adicional ao de promover o escurecimento
do meio de cultura. E possivel que as concentracdes especificas de carvdo
ativado potencialize a fungdo deste composto no sentido de adsorver
substancias do meio de cultura ou de reguladores de crescimento, de modo a
estabelecer um equilibrio de auxina:citocinina adequado para o crescimento
das raizes, dependendo da espécie ou gendtipo da orquidea. Por isso, para os
diferentes gendtipos de orquideas sdo necessarios experimentos preliminares
para eleger a concentragdo adequada do carvao ativado a ser adicionado ao
meio de cultura para promover o maior desenvolvimento da estrutura radicular.
As raizes sdo orgaos importantes e imprescindiveis para o estabelecimento e

fixagdo dos individuos nos ramos das arvores e/ou substratos e parece que
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nao € possivel recomendar uma concentracdo média ou uma faixa de
concentracado de carvao ativado para ser adicionada ao meio de cultura para o
cultivo in vitro de orquideas em geral.

No que se refere a utilizagdo do grafite, embora ndo foram encontrados
registros na literatura especializada sobre o efeito da adigdo deste composto
em meio de cultura para o cultivo in vitro de plantulas de orquideas, o efeito
positivo da adicao de 6,0 g/L de grafite para promover o desenvolvimento da
parte aérea de plantulas de C. bicolor merece destaque, e abre perspectivas de
gue a adigdo desta concentragéo de grafite em combinagdo com uma ou mais
concentracdes de carvao ativado, possa promover o maior desenvolvimento de
partes aéreas e radiculares de plantulas desta espécie cultivada in vitro.

Apesar de ndo ter sido possivel estabelecer relagao entre as variagdes
dos pH inicial e final do meio de cultura KC, decorrentes da adi¢cao de grafite ou
carvao ativado, com o maior ou menor desenvolvimento das partes aéreas ou
radiculares das plantulas de C.bicolor e do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’, as
variacbes de pH do meio de cultura merecem destaque porque foram
pronunciadas, particularmente, as variagdes no pH final do meio de cultura KC,
contendo as diversas concentragdes do carvao ativado. Em principio, a falta de
relagdo entre as variagbes do pH do meio de cultura com os efeitos dos
aditivos nas caracteristicas analisadas (NB, NF, CPA, NR, CR e IC), poderia
indicar que o pH do meio de cultura ndo é um fator critico ou limitante, para o
desenvolvimento das plantulas da espécie C. bicolor e do hibrido ‘BLC Pastoral
Inocence’. Entretanto, esta seria uma conclusao que contraria os preceitos da
fisiologia sobre a importancia do pH das solugdes e meios de cultura. Portanto,
€ importante investir em experimentos para esclarecer os efeitos da alteragéo
do pH nos meios de cultura de plantulas ou tecidos cultivados in vitro de

espécies de orquideas.
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5 CONCLUSOES

O grafite ndo pode ser utilizado em substituicdo ao carvéo ativado,
pois a adicdo de 6,0 g/L de grafite ao meio KC estimulou o
comprimento da parte aérea das plantulas de C. bicolor, mas nao
promoveu nenhum efeito no desenvolvimento das raizes.

Houve efeito positivo da adigao de 6,0 g/L de grafite para promover
o desenvolvimento da parte aérea de plantulas de C. bicolor.

E necessario experimentos preliminares para eleger a
concentragao adequada de carvdo ativado a ser adicionada no
cultivo in vitro dos diferentes gendétipos de orquideas.

A adicdo de carvao ativado e grafite promoveu variagdes
pronunciadas no pH inicial e final do meio de cultura KC,

principalmente nas diversas concentragdes de carvao ativado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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