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RESUMO 

 

 

 

PRIZAO, Eliane C., Universidade Estadual de Maringá, dezembro de 2006. 

Efeito do carvão ativado e do grafite no crescimento in vitro de orquídeas. 

Professora Orientadora: Drª. Maria de Fátima Pires da Silva Machado. 

Professor conselheiro: Drª Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre. 
 

A proposta do presente estudo foi verificar o efeito das concentrações de 

carvão ativado e grafite adicionado ao meio de cultura no desenvolvimento in 

vitro da espécie Cattleya bicolor e do híbrido �BLC Pastoral Inocence�. As 

culturas assimbióticas foram mantidas sobre meio nutritivo Knudson (KC) 

suplementado com carvão ativado ou grafite nas concentrações: 1,5; 3,0; 4,5; 

6,0 e 7,5 g/L, sob influência de luz contínua ou fotoperíodo de 14 horas, pelo 

período de seis meses. A adição de 6,0 g/L de grafite ao meio KC estimulou o 

comprimento da parte aérea das plântulas de C. bicolor e o aumento no 

número e comprimento das raízes foram evidentes nos meios que continham 

6,0 e 3,0 g/L, respectivamente, de carvão ativado. No híbrido �BLC Pastoral 

Inocence�, a adição de 4,5 g/L de carvão ativado ao meio KC promoveu maior 

número de brotos. Um aumento no comprimento da raiz foi observado com a 

adição de 4,5 e 1,5 g/L de carvão ativado. Houve um aumento no comprimento 

da parte aérea, número de raízes e no IC na presença de luz contínua, 

enquanto que o fotoperíodo de 14 horas promoveu aumento no comprimento 

das raízes do híbrido. As diferentes concentrações de carvão ativado e grafite 

no meio KC promoveram alterações no pH inicial e final dos meios de cultura. 

As diferentes concentrações do carvão ativado provocaram alcalinização dos 

meios, já no controle e nas diferentes concentrações de grafite, ocorreu 

acidificação em relação ao pH inicial onde foram cultivadas as plântulas de C. 

bicolor e do híbrido. 

 

Palavras-chave: Meio Knudson, aditivos, concentrações, orquídea. 
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ABSTRACT 

 

 

 

PRIZAO, Eliane C., Universidade Estadual de Maringá, December 2006. 

Influence of the activated charcoal and graphite on in vitro growth of 

orchids. Adviser: Dr. Maria de Fátima 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.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

A família Orchidaceae é uma das maiores entre as fanerógamas, 

sendo altamente especializada, e a mais evoluída dentre as monocotiledôneas 

(DRESSLER, 1993). Além da diversidade de tamanho, forma e cor de suas 

flores, as orquídeas possuem os híbridos que são, geralmente, desenvolvidos 

refletindo a preferência do consumidor. Tanto as espécies quanto os híbridos 

intragenéricos e intraespecíficos dos gêneros Cattleya e Laelia são de 

interesse comercial em razão da beleza e tamanho de suas flores 

(GRIESBACH, 2002). Foram registrados, até o ano de 2001, 80.318 híbridos 

de seis gêneros de orquídeas (Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Oncidium, 

Phalaenopsis e Vanda), os quais constituem os componentes mais importantes 

do comércio internacional de orquídeas. O cultivo desses seis gêneros tem sido 

realizado desde que se iniciou a hibridação nas orquídeas no século XIX, 

sendo que o primeiro híbrido interespecífico registrado foi de Cattleya em 1850. 

A Cattleya é o grupo que possui maior número de híbridos, observando-se a 

existência de aproximadamente 29.000 híbridos, com destaque este gênero no 

setor de comercialização de orquídeas (CONVENCIÓN..., 2002). 

O comércio de produtos da floricultura vem se expandindo; Kiyuna et 

al. (2004) registra que no Brasil é observado aumento de 21% nas exportações 

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. Já, a importação 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 os 

produtos exportados, destaca-se o grupo de mudas, seguido pelos bulbos e 

flores cortadas para buquês. O valor das exportações de mudas, no primeiro 

semestre de 2004, representa 56,1% do total das exportações de produtos da 

floricultura. Segundo Kiyuna et al. (2005), no ano de 2004, destacou-se a 

exportação de flores frescas (87,2%), mudas de orquídeas (55,4%), mudas de 

plantas ornamentais, exceto orquídeas (18,0%), além dos bulbos, tubérculos e 

rizomas (16,9%).  
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A expansão no comércio de flores e plantas ornamentais faz com que 

ocorra aumento na fronteira agrícola, onde o Estado de São Paulo que é 

responsável por 70% da produção nacional (FEDERAÇÃO..., 2001) 

apresentando crescimento de 45% na área cultivada entre os anos de 1998 a 

2003, e resulta em um aumento na renda familiar dos floricultores que possuem 

esta atividade como exploração econômica principal, que evidencia a 

importância do setor como gerador de renda no campo e consequentemente, 

aumenta a exportação de flores (FRANCISCO; KIYUNA, 2004). 

Dentre os diversos países produtores de orquídeas, segundo 

Convención... (2002), os principais são: Brasil, China, Costa Rica, Estados 

Unidos, Filipinas, Indonésia, Malásia, Países Baixos e Tailândia.  

Em orquídeas, os métodos de germinação simbiótica foram 

substituídos pelo procedimento de germinação não-simbiótica, após Lewis 

Knudson, em 1922, relatar que o fungo não era necessário para a germinação 

das sementes de orquídeas, caso fossem semeadas em meio de cultura que 

contém ágar, sais apropriados e açúcar. Assim, com a tecnologia da 

germinação assimbiótica, milhares de plântulas poderiam chegar à maturidade 

a partir de um único fruto. Das várias fórmulas nutritivas propostas por 

Knudson, a mais conhecida é a fórmula �C� (KC) de 1946, sendo um meio 

apropriado para a maioria das espécies de orquídeas (GRIESBACH, 2002). 

De acordo com Convención... (2002) dentre as milhares de orquídeas 

comercializadas anualmente, 95% destas são propagadas artificialmente, no 

sentido de diminuir o número de plantas coletadas em seu habitat natural. 

Diversos são os aditivos ou suplementos que podem ser adicionados 

ao meio de cultura. O carvão ativado é um destes aditivos bastante utilizado na 

propagação in vitro das mais diversas espécies vegetais, inclusive no cultivo de 

orquídeas. Diversas funções são atribuídas ao uso de carvão na cultura 

assimbiótica, e uma das principais utilizações é para o escurecimento do meio 

de cultura (PASQUAL, 2001); por outro lado em inúmeros trabalhos há 

indicações de que este composto possui a capacidade de adsorção de 

compostos do meio. 

Neste sentido, a proposta do presente estudo foi verificar os efeitos da 

concentração de carvão 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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híbrido secundário de Cattleya. É possível que a concentração destes 

compostos possa ser indicada como eficientes para os processos de 

desenvolvimento das plântulas, e que o grafite possa ser usado em 

substituição ao carvão ativado. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1 Aspectos gerais da cultura 

 

As orquídeas são pertencentes à família Orchidaceae, a mais evoluída 

do reino vegetal, apresentam cerca de 18.500 espécies distribuídas em 788 

gêneros e mais de 100.000 híbridos, sendo que para alguns autores, o número 

de espécies pode ultrapassar 25.000 (PAULA; SILVA, 2004). 

As orquídeas do gênero Cattleya são nativas do Brasil (BICALHO, 

1980), e apresentam ocorrência natural no México, América Central e do Sul. 

São as orquídeas mais comercializadas na atualidade, agrupam inúmeras 

espécies e milhares de híbridos que possuem flores grandes e vivamente 

coloridas. São, em geral, epífitas, com pseudobulbo ereto e relativamente 

grande encimado por uma folha (unifoliada) ou duas folhas (bifoliadas) 

(PAULA; SILVA, 2004 ). Este gênero abrange mais de 50 espécies, sendo a 

Cattleya bicolor incluída na lista das mais conhecidas no Brasil (ENGLERT, 

2000). 

Dentre as orquidáceas, as do gênero Cattleya e do gênero Laelia são 

as mais ornamentais e também as mais conhecidas. A facilidade do cultivo, 

condições artificiais aliadas à beleza ornamental das suas flores nas espécies e 

híbridos, tornaram-nas muito procuradas por colecionadores, orquidófilos e 

para fins comerciais (BICALHO, 1980). 

O elevado número de espécies e híbridos de orquídeas possibilitam a 

ocorrência de grande variabilidade de formas, tamanhos e cores de folhas e 

flores. Graças à beleza e exuberância de suas flores, as orquídeas destacam-

se como importante planta ornamental, de grande interesse econômico e 

botânico (ARAUJO, 2004). 

Quanto à produção de mudas de orquídeas por sementes, Hadley 

(1982) relatou que Bernard, em 1904, foi o primeiro a descrever a infecção 

fúngica ocorrente nas espécies de orquídeas utilizando-se de um híbrido do 

gênero Cypripedium L. e a espécie Bletia hyacinthina (Sm.) R. Br. 
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As sementes de orquídeas são muito pequenas, medem 

aproximadamente 0,015 mm de comprimento e 0,009 mm de diâmetro. Embora 

em um único fruto, denominado cápsula, possa conter 500.000 sementes ou 

mais, estas possuem pouquíssima ou nenhuma reserva alimentícia, o que 

dificulta sua germinação na natureza (PAULA; SILVA, 2004). A germinação das 

sementes de orquídeas in vivo depende da relação simbiótica com um fungo 

(GRIESBACH, 2002), pois elas não possuem reserva nutritiva necessária para 

a germinação (PAULA; SILVA, 2004); já in vitro é possível a germinação por 

meio da adição de um meio nutritivo, sendo este tipo de germinação 

denominada assimbiótica (PIERIK, 1990). Com a tecnologia da germinação 

assimbiótica, milhares de plântulas poderiam chegar à maturidade, a partir de 

um único fruto (GRIESBACH, 2002). 

 

2.2 Micropropagação de plantas ornamentais 

 

Para satisfazer as necessidades de mercado, preservar as espécies, 

manter a biodiversidade e recuperar áreas já despovoadas, é importante dispor 

de métodos adequados de propagação, de modo a permitir a clonagem rápida 

e massiva das plantas (ARAUJO, 2004). A micropropagação de plantas 

ornamentais é a técnica de cultura de tecidos mais amplamente utilizada. Mais 

de 500 milhões de plantas são propagadas anualmente, e a maioria é 

constituída por espécies ornamentais (DEBERGH, 1994), das milhares de 

orquídeas comercializadas anualmente, aproximadamente 95% são 

propagadas artificialmente (CONVENCIÓN..., 2002). Atualmente, a maior 

concentração da atividade de micropropagação reside na limpeza clonal e na 

produção de mudas de espécies ornamentais herbáceas e arbustivas 

(PASQUAL, 2001). 

A técnica de micropropagação se baseia na totipotencialidade, que é 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 micropropagação, ocorre a formação de indivíduos 

geneticamente idênticos, a partir de células ou fragmentos de uma determinada 

matriz. Esta técnica tem se mostrado de enorme importância prática e potencial 

nas áreas agrícolas, florestal, horticultural, bem como na pesquisa básica em 
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geral. A multiplicação in vitro em larga escala de plantas de importância 

econômica tem resultado na instalação de verdadeiras biofábricas comerciais, 

baseadas no princípio da linha de produção (KERBAUY, 1997). 

Como é possível um ajuste dos fatores que influenciam a propagação 

vegetativa tais como nutrientes e níveis de reguladores de crescimento, 

consegue-se uma taxa de propagação maior que a propagação convencional, 

produzindo assim um maior número de plantas em menor período de tempo, 

além de poder acelerar a produção de novas variedades (HENAO, 1991). 

Segundo Debergh (1994), a utilização de tecidos para fins de 

propagação de plantas é normalmente dividida em cinco estágios: estágio 0, 

seleção e preparo da planta matriz; estágio1, estabelecimento de cultura 

asséptica; estágio 2, multiplicação rápida; estágio 3, preparação para o 

crescimento em meio natural, e estágio 4, aclimatização. 

Particularmente, na área de plantas ornamentais, onde predominam 

plantas híbridas (gérbera, cravo, tulipa, orquídea etc), a clonagem in vitro de 

matrizes selecionadas tem permitido a compatibilização de demandas 

específicas do mercado interno e externo, com atributos importantes como 

época de floração, coloração, tamanho e forma das flores, número de flores por 

planta, comprimento e resistência das hastes florais, tamanho e vigor das 

plantas etc (KERBAUY, 1997). 

A clonagem de orquídeas in vivo é um processo muito lento e pode 

requerer um tempo de até dez anos para obter um clone de tamanho aceitável. 

Já, o cultivo in vitro apresenta as vantagens de serem em alguns casos, muito 

eficientes, proporcionarem altos rendimentos e mantém nos descendentes as 

características da planta-matriz (PIERIK, 1990). 

É, porém, bastante reduzido o número de trabalhos publicados que 

envolvem cultura de células e tecidos vegetais de espécies de orquídeas. Além 

disso, é necessário otimizar protocolos eficientes para a propagação em larga 

escala (ARDITTI; ERNST, 1993). 

 

2.3 Meio de cultura 

 

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

órgãos de plantas fornecem as substâncias essenciais para o crescimento dos 
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tecidos e controlam, em grande parte, o padrão de desenvolvimento in vitro. As 

mesmas vias bioquímicas e metabólicas básicas que funcionam nas plantas 

são conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como 

fotossíntese, possam ser inativados pelas condições de cultivo e pelo estado 

de diferenciação das células (CALDAS et al., 1998). 

O meio de cultura é constituído de componentes essenciais e 

opcionais. Os essenciais compreendem: água, sais inorgânicos, fonte de 

carbono e energia, vitaminas e fitorreguladores. Outros componentes 

orgânicos, tais como: aminoácidos, amidas, ácidos orgânicos e substâncias 

naturais complexas podem ser adicionadas ao meio para otimizar determinada 

resposta no padrão de crescimento (TORRES et al., 2001). 

Em 1922, Lewis Knudson, na Universidade de Cornell, relatou que o 

fungo não era necessário para a germinação das sementes de orquídeas, caso 

fossem semeadas em meio de cultura que contém ágar, sais apropriados e 

açúcares. Com isto, por meio da tecnologia da germinação assimbiótica, 

milhares de plântulas poderiam chegar à maturidade a partir de um único fruto. 

Das várias fórmulas nutritivas propostas por Knudson, a mais conhecida é a 

fórmula �C� (KC), de 1946, que passou a ser utilizada para a germinação de 

sementes e cultivo de plântulas de várias espécies de orquídeas (GRIESBACH, 

2002). 

Geralmente, um meio basicamente simples é recomendado às 

orquídeas porque não exigem altas quantidades de minerais (PIERIK, 1990). 

Na sua maioria (Cattleya, Cymbidium, Oncidium, Laelia, Vanda entre diversos 

outros gêneros populares) é usado o meio Knudson �C� ou com algumas 

modificações na formulação original (ARDITTI et al., 1982). Para tanto, 

observa-se uma grande variedade de meios para a micropropagação, porém, a 

maioria das descrições de preparos de meio de cultura alternativos não 

demonstram de maneira comparativa se o novo meio é ou não melhor do que o 

outro do qual ele foi originado. Na maioria das vezes, os meios são 

selecionados em função da espécie e tipo ou estágio da cultura que está sendo 

efetuado, uma vez que a formulação mais apropriada de meio pode variar 

dentro de uma mesma espécie (PASQUAL et al., 1997). 
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2.4 Carvão ativado 

 

A composição do meio de cultura é um aspecto de extrema importância 

na cultura de tecido vegetal (GAMBORG, 2002), o meio Knudson �C� (KC), 

amplamente utilizado para o cultivo in vitro de orquídeas, pode ser facilmente 

modificado por meio de aditivos ou suplementos diversos, em que o carvão 

ativado é 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 germinação de sementes de orquídeas nativa americana do gênero 

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 último é o mais utilizado em meios de cultura (ARDITTI, 

et al., 1982; ARDITTI; ERNST, 1993). O carvão vegetal ou carbono ativado é 

caracterizado pela relação extremamente grande entre área-peso (até 2000 

m2/g), sendo comumente utilizado para a adsorção de substâncias (ARDITTI; 

ERNST, 1993). 

De acordo com Pasqual (2001), o carvão ativado finamente moído é 

freqüentemente adicionado ao meio em diferentes estágios da cultura de 

tecidos. Apesar de não ser um regulador de crescimento, este composto 

modifica a composição do meio e, por isso, em algumas circunstâncias, regula 

o crescimento da planta in vitro. Diversos efeitos têm sido relacionados com a 

adição do carvão ativado ao meio de cultura, tais como: promoção de 

morfogênese (particularmente embriogênese); restrição de excesso de 

crescimento de calo, adsorção de compostos exsudados dos tecidos cultivados 

ou presentes no ágar que, de alguma maneira inibiria o crescimento; formação 

de raízes em virtude da, provavelmente, sua alta capacidade em excluir a luz 

do meio de cultura.  

Segundo Henao (1991), a adição de carvão ativado ao meio de cultivo 

pode apresentar efeitos benéficos ou prejudiciais. O crescimento, a 

organogênese e a embriogênese são estimulados em espécies como Funaria, 

micrósporos de tabaco, orquídeas, embriões de palma, ápices de gengibre, 

porém, tem-se observada a inibição 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 orquídeas quando adicionado carvão ativo ao meio de cultura. Moraes et al. 

(2003) observaram que além do carvão melhorar a qualidade da plântula de 

orquídea in vitro a sobrevivência delas após sua aclimatização também 

aumentou.  

A germinação das sementes de orquídeas também é favorecida com a 

presença do carvão ativado (ARDITTI; KRIKORIAN, 1996). Rodrigues et al. 

(2003) analisaram que dentre diferentes concentrações de carvão ativado 

testadas, a concentração de 0,5 g L
-1 proporcionou melhor germinação das 

sementes, independente do pH do meio de cultura. 

Segundo Groll et al. (2002), os efeitos do carvão ativo podem variar de 

acordo com o estádio de desenvolvimento da planta, e em Cassava (Manihot 

esculenta Crantz), o carvão teve efeito positivo até o sétimo dia sobre a 

diferenciação e germinação, após isto não apresentou efeito benéfico, 

indicando assim, que o uso contínuo do carvão durante todo o período de 

germinação poderá inibi-la. 

O carvão ativo por possuir fortes propriedades adsorventes tem sido 

utilizado para a adsorção de produtos químicos, gases e sólidos dissolvidos. Se 

por um lado ele adsorve substâncias indesejáveis no meio, por outro ele pode 

se ligar irreversivelmente aos reguladores de crescimento, vitaminas, íons, que 

prejudicado o desenvolvimento da cultura (PASQUAL, 2001; ARDITTI et al., 

1982). 

Pesquisas demonstram a adsorção de reguladores de crescimento 

como auxina (EISFELD et al., 2004), GA3 (ácido giberélico) (CHAGAS et al., 

2005), tiamina, ácido nicotínico (WEATHERHEAD et al., 1978), piridoxina, 

ácido fólico, além de quelatos de ferro (JOHANSSON et al., 1990). Até mesmo 

a adsorção de tanino existente na polpa de fruto verde de banana adicionada 

ao meio foi adsorvido pelo carvão, sendo, portanto, benéfico à cultura (SILVA 

et al., 2003). 

Uma outra função atribuída ao carvão ativado é a sua atuação como 

antioxidante. Em cultura de tecido de bananeira, para prevenir a oxidação 

polifenólica, adiciona-se ácido cítrico, ácido ascórbico e carvão ativado, 

separadamente ao meio (UTINO et al., 2001). Ledo et al. (2001), observaram 

que tanto na presença ou ausência de ácido ascórbico, ráquilas de 

inflorescências maduras de Euterpe oleraceae Mart. (açaizeiro), somente 
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alcançaram menor grau de oxidação quando foram inoculados em meio sólido 

suplementado com 0,3% de carvão ativado. Bressan et al. (1999) também 

observaram que plântulas de Phalaenopsis transplantadas em meio sem 

carvão ativado causavam escurecimento do meio devido a determinadas 

substâncias, provavelmente fenóis, que seriam exsudados das raízes.  

O carvão ativado tem sido bastante utilizado no cultivo in vitro para 

estimular o enraizamento, principalmente devido à 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 carvão ativo quanto 

ao enraizamento, alongação e engrossamento das raízes. Entretanto, Côrrea et 

al. (2003) observaram que a presença de carvão ativado afetou negativamente 

a formação de estruturas semelhantes às raízes tuberosas de Ipomoea batatas 

(L. Lam), e as raízes formadas na presença do mesmo se apresentaram finas e 

com redução na matéria seca; Borges et al. [s.d] também relataram que a 

presença de carvão, promoveu redução e retardo no enraizamento de brotos 

de Ananas porteanus K. koch ex E. Morren, um abacaxi ornamental. 

Segundo Pasqual (2001), diversos autores têm relatado que o carvão 

ativado causa aumento no pH do meio de cultura, sendo observado aumento 

de 0,75 unidades no pH em meio MS na presença de 0,5% de carvão ativo, 

esta mudança no pH ocorreu, em parte, durante a autoclavagem e em parte, 

nos primeiros 14 dias subseqüentes em meio armazenado. Como o pH pode 

influenciar o crescimento e a morfogênese da cultura, é provável que alguma 

diminuição nos efeitos do carvão ativado em plantas possa ser atribuída às 

mudanças induzidas por ele no pH do meio. 

Ao contrário, Pan e Van Staden (1999), testando diferentes 

concentrações de carvão ativo, analisaram que o pH de todos os meios 

diminuíram uma a duas unidades após a autoclavagem, atingiram um pH ótimo 

para que ocorresse a promoção da morfogênese. Hinnen et al. (1989) 

observaram que o carvão ativado apresenta baixa capacidade tamponante no 

meio, obtendo uma redução no pH de 5,2 para 4,00 após 12 semanas de 

cultivo de sementes de um híbrido de Phalaenopsis. 

Hinnen et al. (1989) relatam ainda sobre a importância do grau de 

pureza do carvão ativado, pois analisando diferentes graus de pureza do 

carvão, ele obteve um aumento significativo no peso fresco de raízes e plantas 
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em meio que continha carvão com maior grau de pureza, Arditti et al. (1982), 

também cita que é importante utilizar um carvão de boa qualidade. 

As mais diversas concentrações de carvão ativado são utilizadas nos 

trabalhos de cultivo in vitro. De acordo com Arditti et al. (1982), o carvão 

vegetal para a maioria dos meios deveria ser usado na concentração de 2 g/L. 

Torres et al. (2001) citam que a adição de carvão ativo deve variar nas 

concentrações de 0,2% a 0,3%, quando ocorre escurecimento do tecido in 

vitro, descoloração do meio, formação de calo na fase de enraizamento ou 

quando o crescimento do tecido é inibido. As mais diversas concentrações de 

carvão ativo são 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 revisões, Arditti et al. (1982) sugerem a adição de 2 

g/L de grafite, quando se deseja apenas o escurecimento do meio em 

substituição ao carvão ativado, pois este último possui a capacidade de 

adsorção irreversível de certos compostos como certas vitaminas, hormônios, 

que podem ser limitantes para o desenvolvimento da cultura. 

O grafite é amplamente distribuído mundialmente, mesmo assim ele 

possui pequena importância econômica. Há 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 fabricação de aço, na fundição, refratários, lubrificantes, lápis e outros. 

O grafite é uma das formas alotrópicas do carbono, tal como o carvão e 

o diamante. Ele pode ser natural ou sintético, apresentando a mesma estrutura 

cristalina, porém com tamanho de cristalitos variados e diferentes propriedades 

físicas e químicas. É um excelente condutor de calor e eletricidade e exibe 

resistência ao ataque químico, ao choque térmico e baixa molhabilidade por 

vidros e metais (exceto aço e ferro fundido) e altas temperaturas (OLIVEIRA et 

al., 2000). 
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No grafite, os átomos estão arranjados na forma de anéis hexagonais 

fundidos (BRADY; HUMISTON, 1986), são a ligação entre as camadas de 

grafite fraca, consistindo em forças de London que podem suportar o cristal de 

grafite somente porque as camadas são muito largas. As camadas podem 

escorregar umas sobre as outras, o que dá ao grafite propriedades lubrificantes 

muito úteis (RUSSEL, 1980; BRADY; HUMISTON, 1986). 

O grafite possui uma reatividade e uma difícil molhabilidade por 

materiais aquosos e orgânicos. Em meio aquoso, o grafite apresenta inferior 

dispersibilidade do que os óxidos, carbetos e outros materiais. No processo de 

dispersão, a fase líquida deve, inicialmente, molhar a superfície externa do 

material e também substituir o ar contido no interior dos aglomerados de 

partículas. Tais aglomerados são então quebrados com o auxílio de agitação 

mecânica, e expõem a superfície de cada partícula ao líquido. Dessa forma, as 

superfícies tornam-se disponíveis para a atuação dos aditivos e conseqüente 

estabilização (OLIVEIRA et al., 2000). 

 

2.6 pH 

 

O pH do meio é responsável pela manutenção da solubilidade dos sais, 

influencia a absorção de nutrientes e reguladores de crescimento e afeta a 

eficiência do ágar. Normalmente, o pH apropriado para a germinação de 

sementes de orquídeas deve ser entre 4,8 e 5,5. O meio pode não ser 

solidificado em pH muito abaixo de 4,0, além disto, o crescimento das plântulas 

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 são crescidos em 

pH de 5,2 a 5,8 (SKIRVIN, 1986). 

Segundo Pasqual (2001), a diferenciação e a morfogênese são 

freqüentemente dependentes do pH. Diversos relatos mostram que o pH do 

meio pode influenciar a formação de raízes de algumas plantas in vitro, em que 

um pH levemente ácido parece ser preferido para a maioria das espécies 

vegetais e uma explicação é que a acidez é necessária para a ação das 

auxinas. 

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

orquídeas, observa-se uma grande variação nos valores de pH, ajustados 
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antes da autoclavagem ou esterilização por filtragem (MORALES, 2004). Os 

meios de cultura MS (completo ou com a metade dos sais), Gamborg B5 e 

WPM (modificados ou não) 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). Já, no meio Knudson, observou-se a aferência 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 inibição do crescimento no pH 7,0. 

Ao contrário, Pasqua et al. (2002) obtiveram aumento no crescimento 

de Nicotiana tabacum L. cv. Samsun em pH 7,0; já, em pH 3,0 houve 

ocorrência de necrose no explante, após uma semana do cultivo. 

Skirvin et al. (1986) sugerem que, os pesquisadores façam as 

medições de pH após a autoclavagem, pois esta prática não é rotineira, não 

ficando, portanto, explícito em qual valor de pH foi iniciada a cultura. Podem 

ocorrer mudanças no pH após a autoclavagem, e estas mudanças são 

esperadas com ou sem a adição de ágar. 

O pH do meio deve ser ajustado antes da adição do agente gelificante. 

Owen et al. (1991) observaram que a adição 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 ágar faz com que ocorra aumento do pH logo 

após serem dissolvidos. 

Segundo Owen (1991), diversos componentes inorgânicos, orgânicos e 

complexos podem influenciar o pH do meio, podem alterar o crescimento e 

desenvolvimento da planta in vitro. O carvão ativado, por exemplo, é um aditivo 

que altera o pH do meio, que é observado um aumento no pH. 

Um outro fator que pode promover a alteração do pH do meio é a 

presença ou ausência dos tecidos vegetais. Vacin e Went (1949), ao medir o 

pH do meio contendo Epidendrum o� brineanum ao final de cem dias, 

observaram uma alteração de 5,46 para 3,78; já na ausência de explante em 

277 dias de cultivo, o pH pouco se alterou: 5,46 para 5,23. Skirvin (1986) 

também afirma que a presença dos tecidos de plantas afeta o pH final do meio.  
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Além dos pesquisadores medirem o pH do meio antes e após a 

autoclavagem, o autor acima sugere também que as medições sejam 

realizadas durante o tempo de cultivo para observar quais as variações que 

podem ocorrer. 

 

2.7 Luz 

 

De acordo com as definições de Pasqual (2001) e Torres et al. (2001), 

a luz é a forma de radiação eletromagnética cujo crescimento e 

desenvolvimento das plantas são dependentes para processos como 

fotossíntese (conversão de energia luminosa em energia química), 

fotomorfogênese (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 são de 

extrema importância na micropropagação de orquídeas: presença ou ausência 

de luz, duração (fotoperíodo), intensidade (níveis de energia), qualidade (cor), e 

fonte (natural, fluorescente, incandescente). Pasqual (2001) relata que a 

influência da luz pode ser direta, por meio da ação sobre o tecido que já está 

crescendo in vitro, ou indireta, por meio da influência da luz sobre a planta-

mãe. Algumas vezes, as divisões iniciais das células de explantes e o 

crescimento de calos podem ser inibidos pela luz, apesar de geralmente, a luz 

ser requerida para ótimos resultados para o crescimento in vitro de tecidos 

organizados. 

Pasqual (2001) cita ainda que, as lâmpadas fluorescentes são 

utilizadas quase universalmente para fornecer luz para as culturas. Elas têm a 

vantagem de proporcionar iluminação sem gerar muito calor. Lâmpadas 

incadescentes são, às vezes, utilizadas para complementar a luz fluorescente 

no espectro do vermelho, mas isso nem sempre é desejável. As salas de 

crescimento para micropropagação são equipadas com lâmpadas de luz 

branca fria, �Gro-lux� ou mistura de ambas. 

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

ativo de luz que a luz branca, de forma a aumentar a eficiência da multiplicação 

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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multiplicação 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 

lâmpada pode ter influenciado na quantidade de folhas emitidas, tendo em vista 

que as plântulas apresentaram melhores resultados na luz fria. 

As orquídeas podem crescer abaixo de luz ou escuro contínuo, ou 

períodos de luz (fotoperíodo) de várias durações. O fotoperíodo apropriado 

deve ser testado experimentalmente para gêneros e espécies que não tenham 

sido trabalhados antes (ARDITTI et al., 1982; ARDITTI; ERNST, 1993).  

A adequação do fotoperíodo das culturas é necessário para o ótimo 

crescimento e desenvolvimento dos explantes in vitro. O início de determinado 

processo morfogenético é manifestado quando as culturas são expostas a um 

adequado comprimento do dia (TORRES, 2001). Zeigler et al. (1967), ao testar 

três tipos de fotoperíodos: 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 fotoperíodo, isto por causa do aumento da 

atividade fotossintética, resultante do longo período de iluminação. 

Por outro lado, Costa e Carvalho (2003), avaliando a influência dos 

fotoperíodos de 12 e 16 horas na taxa de micropropagação de bananeira cv. 

Maçã, encontraram que a taxa de multiplicação foi igual nos dois fotoperíodos, 

recomendando, portanto, o uso do fotoperíodo de 12 horas, o que proporciona 

uma redução dos custos na produção das mudas micropropagadas. 

Embora a condição padrão para a maioria dos cultivos realizados em 

laboratório é sob fotoperíodo de 16 horas, Pasqual et al. (2003) observaram 

que embriões imaturos oriundos de tangerineira �Poncã� x laranjeira �Pêra�, 

cultivados sob regime de 16 horas de luz contínua, proporcionou o pior 

resultado em termos de altura e peso da matéria fresca da parte aérea das 

plântulas, e peso da matéria fresca de raízes, já, os fotoperíodos de oito, 10, 

12, 14, 18 e 24 horas proporcionaram melhor desenvolvimento dos embriões. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

O presente trabalho foi constituído de experimentos de crescimento in 

vitro das orquídeas Cattleya bicolor e do híbrido de (�BLC Pastoral Inocence�). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cultivo de 

Orquídeas da Universidade Estadual de Maringá, em Maringá, Paraná. 

 

3.1 Efeito de carvão ativado e do grafite no crescimento de Cattleya 

bicolor LINDL. e um híbrido secundário de Cattleya 
 

Sementes de Cattleya bicolor LINDL., provenientes do Estado de Minas 

Gerais e estocadas por noves meses, e sementes de um híbrido secundário 

obtido do cruzamento de espécies de Brassavola, Cattleya, Laelia (BLC) de 

nome fantasia �Pastoral Inocence�, proveniente de Mandaguaçu � Paraná 

estocadas por 11 meses, foram semeadas assimbioticamente sobre o meio de 

cultura Knudson �C� (KC) suplementado com 150 ml/L de água de coco. 

Após oito meses de cultivo, 15 plântulas, em média medindo 

aproximadamente 1,00 cm, foram transferidas para os meios de cultura (KC) 

adicionados das seguintes concentrações de carvão ativado e grafite: 1,5; 3,0; 

4,5; 6,0 e 7,5 g/L, sob influência de luz contínua ou fotoperíodo de 14 horas. 

Foram realizados quatro experimentos, sendo um para Cattleya bicolor 

sob influência de luz contínua e o outro sob influência de fotoperíodo 14 horas, 

e os outros dois experimentos para o híbrido secundário de Cattleya também 

sob influência de luz contínua e fotoperíodo 14 horas. 

O período de cultivo foi de seis meses, e para cada tratamento com 

Cattleya bicolor e o híbrido secundário de Cattleya, foram utilizadas quatro 

repetições e 35 ml de meio de cultura por frasco. 

 

3.2 Condução dos experimentos e coleta de dados 

 

Nos quatro ensaios propostos, a fim de mensurar o desenvolvimento 

alcançado pelas plântulas, foi calculado o Índice de Crescimento (IC) como 
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proposto por Spoerl (1948) e modificado por Milaneze (1997), que considera o 

número de raízes e folhas formadas.  

Abaixo, exemplo de como é calculado o IC: 

 

IC ind 1f 2f ... 5 ou + f 1f 2f ... 5 ou + f 1f 2f ... 5 ou + f ... 5 ou + f Total

e e e e e e e
1 r 1 r 1 r 2r 2r 2r 5 ou + 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 é dado o valor total do IC. 

Tanto em Cattleya bicolor quanto no híbrido secundário, o número de folhas e 

raízes ultrapassaram cinco, portanto, foram considerados como pertencentes à 

classe com cinco ou mais folhas e cinco ou mais raízes. Dessa forma, o 

número de classes instituídas para o cálculo do IC foi de 31. 

Além do índice de crescimento, foram observadas as seguintes 

variáveis: número de brotos, número de folhas, comprimento da parte aérea, 

número de raízes 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 plântulas 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 HCl (50%) para 5,30 antes da adição de 6,5 g/L de 

ágar 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 

verificação do pH inicial, foram autoclavados por 20 minutos sob pressão de 1 

atm. Ao término do período do experimento (6 meses), foram verificados os 

valores de pH final alcançados pelos meios nutritivos onde foram cultivados os 

explantes. 

As réplicas foram mantidas em sala climatizada, com temperatura de 

25±2ºC, sob influência de luz contínua ou fotoperíodo 14 horas, proporcionados 

por lâmpadas fluorescentes de 40 Watts, com intensidade luminosa de 14,9 

µmol m
-2s-1. 
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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 nível 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 DISCUSSÃO 

 

 

 

4.1 Efeito da adição de diferentes concentrações de carvão ativado e do 

grafite no desenvolvimento de plântulas de Cattleya bicolor (LINDL.) 

 

A adição de diferentes concentrações de carvão ativado ou de grafite, 

no meio de cultura KC, interferiu com a formação de brotos nas plântulas de C. 

bicolor, mas o estímulo ou inibição das brotações não foram dependentes das 

condições de manutenção da cultura sob luz contínua ou fotoperíodo de 14 

horas de luz (Tabela 1); não foi verificada, também, interação significativa entre 

a adição do carvão ativado, ou de grafite, e as condições de manutenção das 

plântulas. Embora as comparações entre as médias dos números de brotos 

nas plântulas mantidas nos meios com grafite ou carvão ativado não tenham 

mostrado diferenças significativas em relação à ausência dos aditivos (meio 

KC, sem grafite ou carvão), o maior número de brotos (2,81) em plântulas de C. 

bicolor foi observado naquelas mantidas no meio KC que continham 7,5 g/L de 

grafite, e os menores índices de brotações ocorreram nas plântulas mantidas 

nos meios que continham 3,0 e 4,5 g/L de carvão ativado, e 1,5 g/L de grafite 

(Tabela 2). 

 

Tabela 1 � Análise de variância para as características NB (número de brotos), 

NF (número de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR 

(número de raízes), (CR) comprimento da raiz e (IC) Índice de 

Crescimento em Cattleya bicolor. 

 

 
** Significativo em nível de 1% de probabilidade , pelo teste F. 
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Tabela 2 � Teste de média para as variáveis NB (número de brotos), NF 

(número de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR 

(número de raízes), (CR) comprimento da raiz e (IC) Índice de 

Crescimento em Cattleya bicolor. 

 

 

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

 

A interferência negativa do carvão ativado na indução de brotos em 

plântulas cultivadas em meio KC tem sido descrita para orquídeas (ARAÚJO, 

2004), e também para outras espécies de plantas (FRÁGUAS, 2003). Na 

brotação de figueira �Rocha de Valinhos�, Fráguas (2003) aponta para um efeito 

do carvão ativado na adsorção de reguladores de crescimento adicionados ao 

meio de cultura, influenciando negativamente a divisão celular e o crescimento 

das gemas axilares, com o predomínio da dominância apical. Em plântulas da 

espécie Miltonia flavescens, Moraes et al. (2003) descrevem que o número de 

brotos formados foi menor em presença de carvão ativado. 

O número de folhas formadas em C. bicolor não foi diferente nas 

plântulas mantidas em meio de cultura KC que continham as diferentes 

concentrações de carvão ativado ou de grafite (Tabela 1), indicando que a 

adição das diversas concentrações do carvão ativado, ou de grafite, não 

afetaram o desenvolvimento das folhas nesta espécie. Para outras espécies de 

orquídeas, como para o híbrido Brassocattleya �Pastoral x Laeliocattleya� 

Amber Glow�, tem sido indicado que a adição de carvão ativado ao meio de 

cultura inibe a formação de folhas (SILVA et al., 2003). O número de folhas das 

plântulas de C. bicolor também não foi dependente das condições de 
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manutenção da cultura sob luz contínua ou fotoperíodo de 14 horas de luz 

(Tabela 1). 

Maior número de plântulas 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 número de plântulas mantido no 

mesmo meio na ausência de grafite (experimento-controle; Tabela 2), sugere 

que a concentração de 6,0 g/L de grafite possa ser recomendada em 

combinação com algum regulador de crescimento (ácido giberélico, por 

exemplo) no sentido de promover um crescimento diferencial das plântulas, em 

relação às demais concentrações de grafite ou de carvão ativado testadas no 

presente estudo. Chagas et al. (2005) encontraram maior comprimento da 

parte aérea em plântulas de Citrus quando foi adicionado ao meio de cultura 2 

g/L de carvão ativado em combinação com as maiores concentrações de ácido 

giberélico, que estimulou uma proposta para efetuar testes análogos para obter 

crescimento diferencial significativo para as plântulas de C. bicolor. 

A adição de carvão ativado no meio de cultura KC estimulou a 

formação de raízes nas plântulas de C. bicolor (Tabela 1). A adição de 4,5 ou 

6,0 g/L de carvão ativado ao meio de cultura KC promoveu o desenvolvimento 

de maior número de raízes nas plântulas (Tabela 2). O efeito favorável da 

adição de carvão ao meio de cultura para indução de raízes tem sido verificado 

também para outras espécies de orquídeas (ARAÚJO, 2004). Por outro lado, a 

adição de diferentes concentrações de grafite não estimulou a formação de 

raízes em C. bicolor, indicando que o escurecimento do meio de cultivo por 

ambos compostos, carvão ativado ou grafite, não deve ser o único fator 

determinante do aumento no número de raízes em plântulas cultivadas em 

meio contendo o carvão ativado. De acordo com os relatos de Arditti e Ernst 

(1993), no sistema radicular das orquídeas ocorre produção de compostos 

fenólicos tóxicos que podem comprometer o desenvolvimento das raízes; o 

efeito de tais compostos seriam então, atenuados pela capacidade de adsorção 

do carvão ativado quando presente no meio de cultura. Assim, é possível que o 

grafite, por ser um material inerte, não apresente um potencial de adsorção 

equivalente ao do carvão ativado quando adicionado no meio de cultura KC 

onde foram mantidas as plântulas de C. bicolor. 
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O número de raízes formadas nas plântulas de C. bicolor não foi 

influenciado pelas condições de manutenção da cultura sob luz contínua ou 

com fotoperíodo de 14 horas (Tabela 1), mas o desenvolvimento das raízes, 

comprimento das mesmas, foi dependente da adição de concentrações 

específicas de grafite ou carvão ativado, bem como da interação entre as 

diferentes concentrações destes compostos e as condições de manutenção 

com luz contínua ou com fotoperíodo de 14 horas; a interação foi significativa 

(Tabela 1). Um maior número de plântulas apresentando raízes que atingiram 

um comprimento de até 2 cm foi observado nos meio KC contendo 3,0 e 7,5 

g/L de carvão ativado (Tabela 2). O escurecimento do meio de cultura e o 

suposto potencial de adsorção do carvão ativado considerados previamente 

por diferentes autores (ARAÚJO, 2004; ARDITTI; ERNST,1993; CÔRREA et 

al., 2003), e a ausência de luz periódica nas plântulas mantidas no fotoperíodo 

de 14 horas, devem ser os fatores que contribuíram para que as plântulas de 

C. bicolor mantidas no meio com carvão ativado apresentem crescimento maior 

das raízes.  

A análise do índice de crescimento que considera o número de raízes e 

folhas formadas em cada plântula, não apresentou diferença estatisticamente 

significante (Tabela 1). É possível que o efeito positivo da adição de carvão 

para o desenvolvimento das raízes e comprimento da parte aérea tenha sido 

atenuado pelo efeito negativo ou ausência de efeitos destes compostos para 

induzir brotações e produção de folhas, respectivamente. Isto é um aspecto 

positivo para o cultivo in vitro de plântulas de C. bicolor, uma vez que qualquer 

uma das concentrações dos referidos compostos testadas no presente estudo, 

poderia ser recomendada para manter as plântulas sem provocar alterações 

nos índices de crescimento das mesmas (Tabela 2), e particularmente 

interessante quando o objetivo primordial é promover maior desenvolvimento 

das raízes. 
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Figura 1 � Plântulas de Cattleya bicolor, após 6 meses de cultivo em diferentes 

concentrações de carvão ativado, sob influência de luz contínua. 
 

 
 

Figura 2 � Plântulas de Cattleya bicolor, após 6 meses de cultivo em diferentes 

concentrações de carvão ativado, sob influência de fotoperíodo de 

14 horas. 
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Figura 3 � Plântulas de Cattleya bicolor, após 6 meses de cultivo em diferentes 

concentrações de grafite, sob influência de luz contínua. 
 

 
 
Figura 4 � Plântulas de Cattleya bicolor, após 6 meses de cultivo em diferentes 

concentrações de grafite, sob influência de fotoperíodo de 14 horas. 
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4.2 Efeito da adição de diferentes concentrações de carvão ativado e do 

grafite no desenvolvimento de plântulas do híbrido �BLC Pastoral 

inocence� 

 

A adição ao meio de cultura Knudson (KC) de diferentes 

concentrações de carvão ativado e grafite influenciou na formação de brotos do 

híbrido �BLC Pastoral Inocence�, enquanto que as condições de manutenção da 

cultura sob luz contínua ou fotoperíodo de 14 horas de luz não afetaram no 

desenvolvimento das brotações. Também não houve interação significativa 

entre as diferentes concentrações de carvão ativado ou de grafite e as 

condições de crescimento das plântulas (Tabela 3). A formação de maior 

número de brotos (3,09) por plântula do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, foi 

observado no meio KC contendo 4,5 g/L de carvão ativado (Tabela 4). Foi 

verificado por Silva et al. (2003) em plântulas do híbrido Brassiocattleya 

�Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow�, maior formação de brotos quando 

adicionado carvão ativado na concentração de 200 mg. L
-1 juntamente com 75 

g.L-1 de banana. 

 

Tabela 3 � Análise de variância para as características NB (número de brotos), 

NF (número de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR 

(número de raízes), (CR) comprimento da raiz e (IC) Índice de 
Crescimento no híbrido �BLC Pastoral Inocence�. 

 

 
** Significativo em nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 26 

Tabela 4 � Teste de média para as variáveis NB (número de brotos), NF 

(número de folhas), CPA (comprimento da parte aérea), NR 

(número de raízes), (CR) comprimento da raiz e (IC) Índice de 
Crescimento do híbrido �BLC Pastoral Inocence�. 

 

 
Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem entre si, em nível de 5% de probabilidade pelo 

Teste de Tukey. 

 

As diferentes concentrações de carvão ativado ou grafite, não 

interferiram na formação de folhas do híbrido �BLC Pastoral Inocence� (Tabela 

3). Embora o carvão ativado na concentração de 1,5 g/L tenha proporcionado 

maior média de número de folhas (4,70), a diferença mínima verificada quando 

comparado ao tratamento-controle (KC) (4,66), não foi significativa. Portanto, a 

recomendação é utilizar somente o meio KC (controle) para esta variável 

(Tabela 4), pois embora o carvão ativado não seja o componente de maior 

custo no preparo do meio de cultura, a sua redução é economicamente 

favorável, especialmente para a produção comercial de mudas. A formação de 

folhas não foi influenciada pela manutenção da cultura sob luz contínua ou 

fotoperíodo de 14 horas de luz, bem como a interação entre as condições de 

manutenção da cultura e a adição de carvão ativado ou de grafite ao meio 

Knudson (Tabela 3). 

O comprimento da parte aérea do híbrido �BLC Pastoral Inocence� foi 

influenciado com a adição de carvão ativado ou grafite ao meio de cultura KC 

(Tabela 3). Um maior número de plântulas que apresentaram comprimento da 

parte aérea de aproximadamente 2 cm foi verificado no meio KC na ausência 

de carvão 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 concentrações de carvão ativado ao 

meio Knudson (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g.L-1), verificaram que todas as 

concentrações de carvão ativado foram deletérias para a formação da parte 

aérea de Epidendrum ibaguense, sugerindo assim, a não-utilização de carvão 

ativado para o cultivo dessa espécie de orquídea. O comprimento da parte 

aérea das plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence� também foi influenciado 

pelas condições de manutenção da cultura sob luz contínua ou fotoperíodo de 

14 horas de luz (Tabela 3). Houve aumento do comprimento da parte do hibrido 

�BLC Pastoral Inocence�, quando na presença de luz contínua (Tabela 4). 

Maior número de raízes nas plântulas do híbrido �BLC Pastoral 

Inocence� foi obtido quando adicionado o carvão ativado (Tabela 3). A adição 

de 4,5 g/l de carvão ativado ao meio Knudson promoveu aumento no número 

de raízes das plântulas, enquanto que a adição de grafite diminui a formação 

de raízes, principalmente na concentração 1,5 g/L (Tabela 4). O tipo de 

iluminação bem como sua interação com a adição de diferentes concentrações 

do carvão ativado e do grafite influenciaram no desenvolvimento das raízes do 

híbrido �BLC Pastoral Inocence�; a presença de luz contínua promoveu maior 

desenvolvimento das raízes (Tabela 3). Araújo (2004) também verificou em 

Laelia tenebrosa aumento no número e crescimento de raízes quando 

adicionado o carvão ativado ao meio de cultura. O autor justificou que isso se 

deve ao carvão ativado possuir impurezas que podem favorecer o crescimento 

das raízes já existentes, e induzir a emissão de novas raízes. 

Além do número de raízes, o comprimento dessas também foi afetado 

pelas diferentes concentrações de carvão ativado ou grafite ao meio Knudson 

(KC) (Tabela 3). Maior número de plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence� 

com raízes atingindo até 2 cm de comprimento foi verificado nos meios KC que 

continha carvão ativado, principalmente nas concentrações de 4,5 e 1,5 g/L de 

carvão ativado. Já, na ausência de carvão e grafite e no meio KC contendo 3,0 

e 1,5 g/L de grafite, ocorreu diminuição do comprimento das raízes (Tabela 4). 

Araújo (2004) obteve maior comprimento de raízes em Laelia tenebrosa com a 

concentração de 4,0 g/L de carvão ativado, e sugeriu que com o aumento das 

concentrações de carvão ativado provavelmente ocorra um aumento linear no 

comprimento das raízes; o autor recomenda a utilização de concentrações 

superiores a 4g/L de carvão ativado. Entretanto, os resultados obtidos para o 
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cultivo do híbrido �BLC Pastoral Inocence� indicaram que concentrações 

maiores que 4,5 g/L de carvão ativado diminuem o comprimento das raízes das 

plântulas. Assim, é possível que além do efeito do carvão ativado poder variar 

de acordo com a espécie considerada, a concentração do aditivo também pode 

ser específico para cada espécie, havendo, portanto, necessidade de 

pesquisas preliminares de acordo com a espécie com que se deseja trabalhar. 

O comprimento das raízes do híbrido �BLC Pastoral Inocence� também 

foi influenciado pelas condições de manutenção da cultura sob luz contínua ou 

fotoperíodo de 14 horas, porém a interação entre as condições da manutenção 

da cultura e as diferentes concentrações de carvão ativado e grafite não 

apresentaram diferenças significativas. O fotoperíodo de 14 horas de luz 

promoveu aumento do número de plântulas que apresentam aproximadamente 

2 cm de comprimento (Tabela 3).  

A adição das diferentes concentrações de carvão ativado ou grafite não 

produziram efeitos significativos no índice de crescimento (IC) das plântulas do 

híbrido �BLC Pastoral Inocence� (Tabela 3), mas as condições de manutenção 

da cultura sob luz contínua ou fotoperíodo de 14 horas determinou um aumento 

do IC na presença de luz contínua (Tabela 6). Houve também influência 

significativa na interação entre as diferentes concentrações de carvão ativado 

ou grafite e as condições de manutenção com luz contínua ou com fotoperíodo 

de 14 horas. 

Milaneze (1997) verificou, ao trabalhar com diversas espécies de 

orquídeas, que a quantidade diária de iluminação recebida pelas plântulas 

aumentou o número de folhas e raízes formadas, obtendo com isso maior 

Índice de Crescimento (IC). Pasqual (2003), ao trabalhar com embriões 

imaturos oriundos do cruzamento entre tangerineira �Poncã e laranjeira �Pêra� 

também verificou tendência de maior número de folhas com 24 horas de luz 

contínua, e maiores comprimentos da raiz foram obtidos com 14 e 24 horas de 

luz contínua.  
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Figura 5 � Plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, após 6 meses de 

cultivo em diferentes concentrações de carvão ativado, sob 

influência de luz contínua. 
 

 
 
Figura 6 � Plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, após 6 meses de 

cultivo em diferentes concentrações de carvão ativado, sob 

influência de fotoperíodo de 14 horas. 
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Figura 7 � Plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, após 6 meses de 

cultivo em diferentes concentrações de grafite, sob influência de 

luz contínua. 
 
 

 
 
Figura 8 � Plântulas do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, após 6 meses de 

cultivo em diferentes concentrações de grafite, sob influência de 

fotoperíodo de 14 horas. 
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4.3 Efeito da adição de diferentes concentrações de carvão ativado e do 

grafite no pH inicial e final do meio de cultura KC, para o 

desenvolvimento de plântulas de Cattleya bicolor e do híbrido �BLC 

Pastoral inocence� 
 

A suspeita de que a adição de diferentes concentrações de carvão 

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 plântulas de C. bicolor, previamente 

aferidos para 5,30 antes do processo de autoclavagem, foram alterados 

significativamente (Tabela 5) quando da adição de grafite ou de carvão ativado. 

Maiores variações no valor do pH inicial do meio de cultura foram verificadas 

com a adição de 6,0 g/L de grafite e com 4,5 g/L do carvão ativado (Tabela 8). 

O carvão ativado usado na concentração de 3,0 g/L e o controle (KC) não 

determinaram alterações significativas no pH inicial do meio, enquanto as cinco 

concentrações de grafite promoveram aumento significativo na variação do pH 

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

 

Tabela 5 � Análise de variância para o valor do pH inicial e final do meio de 

cultura Knudson contendo diferentes concentrações de carvão 

ativado ou grafite para Cattleya bicolor e para o híbrido �BLC 

Pastoral Inocence. 

 

 
** Significativo em nível 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 concentrações de carvão 

ativado ou grafite para Cattleya bicolor e para o híbrido �BLC 

Pastoral Inocence. 

 

 

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem entre si, em nível de 5% de probabilidade pelo Teste de  

 

Alterações no pH do meio de cultura KC, após a adição de carvão 

ativado foram descritas por outros autores (MORALES et al., 2006). Segundo 

Morales et al. (2006), os valores de pH dos meios de cultura contendo carvão 

ativado apresentaram aumento proporcional ao aumento da concentração do 

composto. 

A preocupação com alterações do pH do meio de cultura após a 

autoclavagem vem sendo especulada desde a década de 80. Skirvin et al. 

(1986) sugeriram que os pesquisadores fizessem as medições de pH após a 

autoclavagem dos meios de cultura para o cultivo in vitro. Embora isto não seja 

uma prática rotineira, segundo os referidos autores (SKIRVIN et al., 1986) o 

valor do pH inicial da cultura não fica explicitamente registrado nos trabalhos; 

os autores suspeitaram que poderiam ocorrer mudanças no pH após a 

autoclavagem com ou sem a adição de ágar, quando para as culturas estavam 

em meio sólido. Os resultados no presente estudo para o cultivo in vitro de C. 

bicolor em meio de cultura KC confirmam as especulações e preocupações dos 

demais autores. 
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No cultivo in vitro de plântulas de C. bicolor, em meio de cultura KC, 

também foi observado que a adição das diferentes concentrações de carvão 

ativado alterou o pH final dos meios de cultura (Tabela 6). As alterações no pH 

final foram dependentes das condições de manutenção da cultura com luz 

contínua ou com fotoperíodo de 14 horas de luz. A Tabela 5 indica que houve 

interação significativa entre as concentrações do carvão ativado adicionado ao 

meio de cultura e as condições de manutenção da cultura.  

As diversas concentrações do carvão ativado provocaram a 

alcalinização dos meios de cultura; uma alteração pronunciada (valor do pH 

final = 7.12) pode ser verificada com a adição de 3,0 g/L de carvão ativado no 

meio de cultura das plântulas de C. bicolor (Tabela 6). Contrastando com as 

variações de pH detectadas nos meios de cultura contendo carvão ativado, no 

experimento-controle na ausência de ambos compostos, bem como nos meios 

contendo as diferentes concentrações de grafite, ocorreu uma acidificação do 

meio de cultura em relação ao pH inicial da cultura de C. bicolor (pH = 5,34) e 

do híbrido �BLC Pastoral inocence� (pH = 5,33). 

As alterações nos valores do pH inicial e pH final dos meios de cultura 

são evidências que merecem destaque porque, o efeito positivo, ou negativo, 

nas variáveis sob influência das diferentes concentrações de carvão ativado ou 

grafite pode ser decorrente de alterações do pH dos meios e/ou da interação 

entre os diferentes fatores com as alterações de pH.  

A adição das diferentes concentrações de grafite ou de carvão 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 carvão ativado (Tabela 8). A adição das diversas concentrações de 

grafite não alterou o pH final do meio KC onde foram mantidas por 6 meses as 

plântulas der C. bicolor e do híbrido �BLC Pastoral Inocence�. No meio contendo 

o carvão ativado ocorreu alcalinização, com aumento de 1,95 a 3,66 unidades 

de pH onde foram mantidas as plântulas de C. bicolor e, com aumento de 1,96 

a 3,43 unidades de pH onde foram cultivadas as plântulas do híbrido �BLC 

Pastoral Inocence�. 
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4.4 Efeito da adição de diferentes concentrações de carvão ativado e do 

grafite no desenvolvimento de plântulas de Cattleya bicolor e do 

híbrido �BLC Pastoral Inocence� 

 

A análise do efeito da adição das diferentes concentrações de grafite e 

de carvão ativado no meio KC para o desenvolvimento das plântulas de C. 

bicolor e do híbrido �BLC Pastoral Inocence� mostrou efeitos diferenciais para 

ambos aditivos indicando que o grafite não pode ser usado em substituição ao 

carvão ativado. A suspeita de que o carvão ativado tem efeitos adicionais além 

de simplesmente determinar o escurecimento do meio de cultura foi reforçada 

no presente estudo pela evidência de que a adição de 6,0 g/L de grafite ao 

meio KC estimulou o comprimento da parte aérea das plântulas de C. bicolor, 

mas não promoveu nenhum efeito no desenvolvimento das raízes. O aumento 

no número de raízes e o número maior de plântulas de C.bicolor com raízes 

maiores foram evidentes nos meios que continham 6,0 e 3,0 g/L, 

respectivamente, de carvão ativado. 

O efeito diferencial de carvão ativado em relação ao grafite pode ser 

observado também no crescimento das raízes do híbrido �BLC Pastoral 

Inocence�; no meio KC que continham 4,5 g/L de carvão ativado, foram 

encontradas o maior número de plântulas do híbrido com raízes maiores (em 

torno de 2 cm de comprimento). 

A evidência de que diferentes concentrações de carvão ativado foram 

efetivas para promover o crescimento das raízes das plântulas de C. bicolor 

(3,0 g/L) e do híbrido �BLC Pastoral Inocence� (4,5 g/L) é mais uma indicativa 

de que o carvão ativado tem efeito adicional ao de promover o escurecimento 

do meio de cultura. É possível que as concentrações específicas de carvão 

ativado potencialize a função deste composto no sentido de adsorver 

substâncias do meio de cultura ou de reguladores de crescimento, de modo a 

estabelecer um equilíbrio de auxina:citocinina adequado para o crescimento 

das raízes, dependendo da espécie ou genótipo da orquídea. Por isso, para os 

diferentes genótipos de orquídeas são necessários experimentos preliminares 

para eleger a concentração adequada do carvão ativado a ser adicionado ao 

meio de cultura para promover o maior desenvolvimento da estrutura radicular. 

As raízes são órgãos importantes e imprescindíveis para o estabelecimento e 

fixação dos indivíduos nos ramos das árvores e/ou substratos e parece que 
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não é possível recomendar uma concentração média ou uma faixa de 

concentração de carvão ativado para ser adicionada ao meio de cultura para o 

cultivo in vitro de orquídeas em geral. 

No que se refere à utilização do grafite, embora não foram encontrados 

registros na literatura especializada sobre o efeito da adição deste composto 

em meio de cultura para o cultivo in vitro de plântulas de orquídeas, o efeito 

positivo da adição de 6,0 g/L de grafite para promover o desenvolvimento da 

parte aérea de plântulas de C. bicolor merece destaque, e abre perspectivas de 

que a adição desta concentração de grafite em combinação com uma ou mais 

concentrações de carvão ativado, possa promover o maior desenvolvimento de 

partes aéreas e radiculares de plântulas desta espécie cultivada in vitro. 

Apesar de não ter sido possível estabelecer relação entre as variações 

dos pH inicial e final do meio de cultura KC, decorrentes da adição de grafite ou 

carvão ativado, com o maior ou menor desenvolvimento das partes aéreas ou 

radiculares das plântulas de C.bicolor e do híbrido �BLC Pastoral Inocence�, as 

variações de pH do meio de cultura merecem destaque porque foram 

pronunciadas, particularmente, as variações no pH final do meio de cultura KC, 

contendo as diversas concentrações do carvão ativado. Em princípio, a falta de 

relação entre as variações do pH do meio de cultura com os efeitos dos 

aditivos nas características analisadas (NB, NF, CPA, NR, CR e IC), poderia 

indicar que o pH do meio de cultura não é um fator crítico ou limitante, para o 

desenvolvimento das plântulas da espécie C. bicolor e do híbrido �BLC Pastoral 

Inocence�. Entretanto, esta seria uma conclusão que contraria os preceitos da 

fisiologia sobre a importância do pH das soluções e meios de cultura. Portanto, 

é importante investir em experimentos para esclarecer os efeitos da alteração 

do pH nos meios de cultura de plântulas ou tecidos cultivados in vitro de 

espécies de orquídeas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 

1. O grafite não pode ser utilizado em substituição ao carvão ativado, 

pois a adição de 6,0 g/L de grafite ao meio KC estimulou o 

comprimento da parte aérea das plântulas de C. bicolor, mas não 

promoveu nenhum efeito no desenvolvimento das raízes. 

2. Houve efeito positivo da adição de 6,0 g/L de grafite para promover 

o desenvolvimento da parte aérea de plântulas de C. bicolor. 

3. É necessário experimentos preliminares para eleger a 

concentração adequada de carvão ativado a ser adicionada no 

cultivo in vitro dos diferentes genótipos de orquídeas. 

4. A adição de carvão ativado e grafite promoveu variações 

pronunciadas no pH inicial e final do meio de cultura KC, 

principalmente nas diversas concentrações de carvão ativado. 
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