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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Micropropagacao de Cattleya loddigesii
‘Tipo’: fontes de nitrogénio, qualidade de luz, sacarose e acido giberélico.
2007. 74 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia ) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Este trabalho teve como objetivo estudar o crescimento in vitro de plantulas de
orquidea Cattleya loddigesii ‘Tipo’, assim como as alteragdes anatdmicas em
diferentes ambientes de cultivo in vitro. Foram conduzidos quatro experimentos
avaliando: 1) influéncia das fontes de nitrogénio, nitrato de calcio (0, 278, 556,
834 e 1112 mg L") x nitrato de amdnio (0, 200, 400, 600 e 800 mg L™); 2)
qualidade de luz (amarela, azul, branca, verde e vermelha) x concentracdo de
GA; (0; 2,5;5,0; 10,0 e 20,0 mg L’l); 3) ambientes de cultivo (CV: casa de
vegetacdo; CVA: casa de vegetacdo com sombrite azul; CVV: casa de vegetacio
com sombrite vermelho; SC: sala de crescimento; SCA: sala de crescimento com
sombrite azul; SCV: sala de crescimento com sombrite vermelho) x sacarose (0,
20,40e 60 g L") e 4) efeito de sombrites coloridos (vermelho e azul) sobre os
frascos cultivados em casa de vegetacdo (CV) e sala de crescimento (SC). Os
explantes utilizados foram plantulas oriundas de autofecundagdo e sementes
germinadas in vitro, com 1 a 1,5 cm de comprimento, contendo raizes. As
avaliagdes foram efetuadas aos 90 e 180 dias da instalag@o, quando se observou
que a utilizacio do meio WPM sem o nitrato de célcio favorece a
micropropagacdo de Cattleya loddigesii ‘Tipo’. O cultivo in vitro sob celofane
vermelho aumenta o alongamento das plantulas. A presenca de GA; interfere no
desenvolvimento do sistema radicular e no acimulo de biomassa. Maior
crescimento in vitro é obtido com 15 g L™ de sacarose e sob condigdo de sala de
crescimento, enquanto maior enraizamento e massa seca de plantulas sdo
verificados com 45 g L™ de sacarose, independente do ambiente de cultivo. O
ambiente de cultivo promove alteragdes anatdmicas e fitotécnicas em Cattleya
loddigesii “Tipo’, durante o cultivo in vitro. O cultivo em casa de vegetacdo (luz
natural) promove uma superficie foliar anatomicamente adaptada a fase de
aclimatizagdo.

" Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Micropropagation of Cattleya loddigesii
‘Tipo’: nitrogen sources, light quality, sucrose and giberelic acid. 2007. 74
p. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas gerais, Brazil."

The aim of this present work was to study the in vitro development of Cattleya
loddigesii “Tipo’, as well as the anatomical alterations under different in vitro
culture environments. Four separate experiments were made to evaluate: 1) The
influence of different nitrogen sources, calcium nitrate (0, 278, 556, 834 and
1112 mg L") x ammonium nitrate (0, 200, 400, 600 and 800 mg L™); 2) light
quality (yellow, blue, white, green and red) x GA; concentrations (0; 2.5; 5.0;
10.0; and 20.0 mg L'l); 3) culture environments (CV: greenhouse, CVA:
greenhouse with a blue shading net, CVV: greenhouse with a red shading net,
SC: artificial light growth room, SCA: artificial light growth room with a blue
shading net, and SCV: artificial light growth room with a red shading net) x
different sucrose concentrations (0, 20, 40 and 60 g L'l); and 4) the effect of
colored shading nets (red and blue) on the flasks cultivated in greenhouses (CV)
and growth rooms (SC). The explants used were 1 to 1.5 cm in length plantlets
produced by self pollinization flowers and in vitro germinated seeds, containing
roots. The assessment were made after 90 and 180 days from the begining of the
experiment. It was verified that the use of WPM medium without calcium nitrate
was the best treatment to the micropropagation of the Cattleya loddigesii ‘Tipo’.
The culture room environment with red cellophane enhances the elongation of
the plantlets. The presence of GAj in the culture medium affected the rooting
system development and also in the increase of the biomass. The best in vitro
development was obtained with 15 g L™ of sucrose in a conventional growth
room with artificial white lamps. However the highest rooting rates and dry
wheight of the plantlets were verified in the medium supplemented with 45 g L™
of sucrose, no influence of the culture environment was observed. The culture
environment is responsible for the promotion of anatomical and morphological
alterations in Cattleya loddigesii ‘Tipo’, during in vitro cultivation. The explants
under a natural light greenhouse promoted the development of a well adapted
leaf surface, in terms of anatomical variables, in the acclimatization phase.

" Guidance committee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co-adviser).
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ARTIGO 1

FONTES DE NITROGENIO NO CRESCIMENTO in vitro DE
PLANTULAS DE ORQUIDEA Cattleya loddigesii ‘Tipo’

Aparecida Gomes de Aradjo', Moacir Pasqual', Felipe Almendagna

Rodrigues', Janice Guedes de Carvalho’, Danielle Zampiere Arce Zarraga'
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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Fontes de nitrogénio no crescimento in vitro
de plintulas de orquidea Cattleya loddigesii ‘Tipo’. 2007. p. 1-16. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Embora as orquideas sejam objeto de muita pesquisa, existem poucos trabalhos
realizados na tentativa de se estudar fontes alternativas de nitrogénio no cultivo
in vitro. Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes de nitrato de
calcio e nitrato de amdnio no crescimento in vitro de orquidea. Plantulas de
Cattleya loddigesii ‘Tipo’ oriundas de autofecundacdo e sementes germinadas in
vitro, com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, foram inoculadas em
frascos contendo 60 mL de meio de cultura WPM modificado em suas
concentracdes de nitrato de cdlcio (0, 278, 556, 834 ¢ 1112 mg L'l) X nitrato de
amdnio (0, 200, 400, 600 e 800 mg L. O meio foi acrescido de 20 g L' de
sacarose, 150 g L' de polpa de banana ‘Nanica’ madura e 2 g L™ de carvio
ativado, teve seu pH ajustado para 5,7+0,1 e foi solidificado com 6 g L' de 4gar,
antes da autoclavagem, a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos. Apds a inoculagdo,
os frascos foram transferidos para sala de crescimento, a 25+2°C, fotoperiodo de
16 horas e 35 pumol m? s' de intensidade luminosa. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x5
com cinco repeticdes de 5 plantulas cada. Decorridos 90 dias, observaram-se
melhores resultados para nimero de folhas (9,14) com 400 mg L™ de nitrato de
amodnio e maior nimero de brotos (1,76) com 450 mg L' de nitrato de amdnio,
enquanto que o maior nimero de raizes (4,3) foi obtido com 600 mg L™ de
nitrato de amonio e 278 mg L' de nitrato de célcio. Sendo assim, recomenda-se
a utilizagdo do meio WPM em sua composi¢do original, sem nitrato de cdlcio na
micropropagacdo desta espécie. O enraizamento € favorecido com a utilizacao
de 600 mg L™ de nitrato de aménio e 278 mg L™ de nitrato de célcio.

Palavras-chave: nitrato de cdlcio, nitrato de amonio, Cattleya,
micropropagacdo, orchidaceae.

" Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Nitrogen sources in the ir vitro development
of the Cattleya loddigesii ‘Tipo’ orchid 2007. p 1-16. Thesis (Doctorate in
Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

Although orchids have been the subject of many research works, there are a
scarcities of references in attempts to study alternative nitrogen sources in its in
vitro cultivation. This work aimed to evaluate the effect of different
concentrations of calcium and ammonium nitrate on the in vitro development of
orchids. Cattleya loddigesii ‘“Tipo’ orchid plantlets, 1.0 cm in size produced by
self pollinization flowers and also by in vitro germinated seeds, were inoculated
in flasks containing 60 mL of WPM culture medium, modified with different
concentrations of calcium nitrate (0, 278, 556, 834, and 1112 mg L'l) X
ammonium nitrate (0, 200, 400, 600 and 800 mg L’l). The culture medium was
supplemented with 20 g L™ of sucrose, 150 g L™ of ‘Nanica’ banana pulp,
activated charcoal 2 g L™, solidified with agar 6 g L', and the pH was adjusted
to5.7 £ 0.1 before being autoclaved at 121°C, 1.5 atm pressure during 20
minutes. After inoculations, the flasks were transferred to a growth room with
controlled temperature around 25+2°C, 16 h photoperiod regime, with a light
intensity of 35 umol m” s'. The experimental design was a complete
randomized in a factorial scheme of 5 x 5 with 5 replicates of 5 plantlets each.
After 90 days, it was observed that the best results in terms of number of leaves
(9.14) was achieved with 400 mg L of ammonium nitrate, and the highest
number of sprouts (1.76) was obtained with 450 mg L' of ammonium nitrate,
but the major number of roots (4.3) was verified in the treatment with 600 mg
L' of ammonium nitrate and 278 mg L' of calcium nitrate. In resume, it is
recommended to use the WPM medium in its original composition, without
calcium nitrate to micropropagate Cattleya loddigesii ‘Tipo’ orchid plantlets.
The best rooting was achieved with 600 mg L™ of ammonium nitrate and 278
mg L' of calcium nitrate added in the medium.

Key words: calcium nitrate, ammonium nitrate, Cattleya, micropropagation,
orchidaceae.

" Guidance committee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co-adviser).



1 INTRODUCAO

A espécie Cattleya loddigesii ocorre nos estados da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, em locais situados
entre 500 e 900m de altitude. Seu cultivo é mais facil em locais de temperatura
mais amena, protegidos da luminosidade excessiva, com maior umidade nos
meses mais quentes e inverno mais seco. Seu periodo de florescimento vai do
outono até a primavera. Produz flores de até 9 cm de didmetro, com coloragdo
desde o rosa-claro até o rosa mais intenso pintalgado, além da variedade alba
(Araujo, 2004).

A cultura assimbidtica, ou semeadura in vitro de orquideas, constitui
uma técnica bastante relevante, do ponto de vista comercial e também ecoldgico.
As plantas produzidas dessa forma sido altamente interessantes para programas
de reintroducdo de espécies nativas em dreas de preservacdo ambiental,
resultando em maiores percentuais de germinacdo, em comparacdo com a
germinacdo em condi¢des naturais, a qual é dependente da infec¢do por fungos
micorrizicos simbiontes muitas vezes espécie-especificos.

Neste contexto, a producdo de orquideas a partir de técnicas de cultura
de tecidos é uma alternativa vidvel para a obten¢c@o de um grande ndmero de
plantas, em curto espaco de tempo, suprindo, assim, a necessidade dos
produtores de orquideas na aquisicdo de mudas com qualidade comprovada.

O meio de cultura utilizado na micropropagagdo é um fator determinante
para o sucesso do cultivo in vitro de orquidea. A fonte de sais minerais fornecida
aos explantes é extremamente importante, assim como sua concentragdo. O
nitrogénio € um dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo absorvido
principalmente, na forma de nitrato (NO5s’) e amonio (NH,"). Por ser constituinte

de varias biomoléculas essenciais, como aminoacidos, acidos nucléicos,



proteinas, enzimas e outros, sua assimilacdo se dd em diversos processos
metabdlicos da planta (Magalhdes & Wilcox, 1987; Sakuta, 1987).

O efeito das diferentes formas inorganicas sobre o crescimento e o
desenvolvimento em cultura de tecidos € marcante: o nitrato, como unica fonte
de nitrogénio, sustenta boa taxa de crescimento em muitas espécies, sendo
também a melhor forma de nitrogénio para algumas culturas, tais como cenoura,
roseira e vdrias outras espécies. No entanto, h4 espécies que ndo crescem bem
com presenga de nitrato no meio de cultura, como por exemplo, calos de arroz,
indicando que este tecido € incapaz de utilizar o nitrato como fonte de N (Caldas
et al., 1998).

Mercier & Kerbauy (1998), comparando fontes de nitrogénio (glutamina
e NHy;NO;) em Tillandsia pohliana (Bromeliaceae), verificaram que NH;NOj;
induziu acréscimo nas concentracdes de citocininas e, paralelamente, declinio no
contetido de 4cido indol acético (AIA). Além disso, proporcionou maiores
massas fresca e seca em plantulas. No entanto, foi observado, em estudos com
bromélias, que, dependendo do hébito da planta, hd uma preferéncia pela forma
de N orgénico que a planta utiliza.

Dijk & Eck (1995b) formularam meios de cultura com 0 a 12 mM L'de
N, utilizando como fonte o NH;NO;, e os testaram no cultivo in vitro de
plantulas de orquideas oriundas de sementes de diversas espécies de
Dactylorhiza. Assim, D. incarnata apresentou decréscimo na massa fresca, D.
praetermissa incremento, enquanto D. majalis foi indiferente ao aumento das
concentracdes de N no meio.

Outro elemento, o célcio, desempenha papel importante na
morfogénese, por causa da interacdo com substincias reguladoras de
crescimento. Parece haver associagdo entre o cdlcio e as citocininas,

principalmente nas dreas onde estd ocorrendo diferenciacdo. Segundo George et



al. (1988), a formagdo de protocormos a partir de calos de Dendrobium fibriatum
foi baixa na auséncia de célcio.

Pelo fato de o célcio ser um elemento pouco mdvel dentro da planta e
em decorréncia da maior demanda dos tecidos mais jovens por esse elemento,
sua importancia na cultura in vitro assume um cardter particular. E transportado
basicamente por processos passivos, os quais sdo extremamente influenciados
pela taxa transpiratéria. Dessa forma, muitas vezes, ocorrem sintomas de
necrose nas gemas terminais, em conseqii€éncia da baixa atividade transpiratdria
dos explantes cultivados in vitro. Esses sintomas podem ser evitados pela
diminui¢do das taxas de crescimento, pela modificacio do ambiente de cultura
ou pelo aumento dos niveis de célcio no meio (McCown & Sellmer, 1987).

O célcio auxilia na desintoxicagdo de altas concentragdes de outros
elementos minerais na planta (Marschner, 1986) e exerce também funcdo
estrutural (atuando na formacdo da parede celular) e nos processos de divisdo
celular (Arruda, 2000).

A interacdo entre célcio e amo6nio na producdo de massa fresca em
plantulas de orquidea Dactylorhiza incarnata, cultivadas in vitro e provenientes
de sementes, foi pesquisada por Dijk & Eck (1995a). Para tanto, variaram as
concentracdes de amoénio 0 a 8 mM L, utilizando sulfato de amonio
[(NH4),SO,], em combinacido com sulfato de cédlcio (CaSQO,), nas concentracoes
de0a2mM L. A biomassa foi alterada significativamente pelas concentragdes
de cilcio no meio. A concentragio de 1 mM L' proporcionou melhores
respostas.

Embora as orquideas sejam objeto de muita pesquisa, existem poucos
trabalhos realizados com essa espécie, na tentativa de se estudar fontes
alternativas de nitrogénio no cultivo in vitro. Com o objetivo de otimizar o

crescimento in vitro de plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’, avaliou-se o



efeito de concentragdes de nitrato de cédlcio (CaNO;.4H,0) e nitrato de amo6nio

(NH4NO:s).

2 MATERIAL E METODOS

Plantulas de Cartleya loddigesii ‘Tipo’, oriundas de sementes
produzidas por autofecundagdo e germinadas in vifro, com, aproximadamente,
1,0 cm de comprimento e com raizes, foram inoculadas em frascos com
capacidade para 250 cm’, contendo 60 mL de meio de cultura. Apés um ensaio
prévio, determinou-se o melhor meio para essa espécie como sendo o -Wood
Plant Medium (WPM) de Lloyd & McCown (1980).

Os tratamentos consistiram de concentracdes de nitrato de célcio (0,
278, 556, 834 e 1112 mg L’l) e de nitrato de amonio (0, 200, 400, 600 e 800 mg
L") em todas as combinagdes possiveis. O meio foi acrescido de 20 g L' de
sacarose, 150 g L de polpa de banana ‘Nanica’ madura, 2 g L' de carvio
ativado, solidificado com 6 g L™ de 4dgar e pH ajustado para 5,7+0,1, antes da
autoclavagem, a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

Apé6s a inoculagcdo, os explantes foram transferidos para sala de
crescimento a 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e 35 umol.m™.s™' de intensidade
luminosa, onde permaneceram por 90 dias. Os parametros analisados foram:
nimero de folhas, niimero de raizes, nimero de brotos, comprimento da parte
aérea (cm), comprimento de raiz (cm) e massa seca de plantulas (g).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5x5, com cinco repeticdes de 5 plantulas cada. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e comparados por regressdo polinomial,

com auxilio do programa Sisvar (Ferreira, 2000).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros avaliados ntimero de folhas, de brotos e de raizes
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. A interagdo foi
significativa para nimero de folhas e raizes, enquanto o fator nitrato de amonio
foi significativo apenas para niimero de brotos. As demais varidveis nao

apresentaram diferencas entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas nimero de folhas (NF),
nimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea em cm (CPA), nimero
de raizes (NR), comprimento de raizes em cm (CR) e massa seca de plantulas
em g (MSP), em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em diferentes
concentragdes de nitrato de amdnio e nitrato de célcio. Lavras, MG. 2007.

Fontes de GL Quadrados Médios

Variacao
NF NB CPA NR CR MSP

Ca(NO;3), 4 89756** 0,3971™ 0,2306™ 0,7470™ 0,7008 ™ 0,00007 ™
NH4NO; 4 3,7586™ 0,7456* 0,7556™  1,3490* 3,4616™ 0,00012™
Ca(NO3), x 16  4,0196* 0,3276™ 0,3916™ 1,1447*+ 1,3640™ 0,00017 ™

NH,NO;
Residuo 75 1,9825 0,2344 0,4088 0,5031 1,4247 0,00013
CV (%) 22,05 29,32 26,61 27,18 24,59 58,87

** - significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns — ndo significativo

Pelo teste F, apenas a concentracio de 400 mg L' de nitrato de amdnio
proporcionou significincia na interagdo com nitrato de cdlcio para nimero de
folhas. Melhores resultados foram observados com a utilizagio de 400 mg L™ de
nitrato de amodnio, na auséncia de nitrato de célcio (Figura 1), ocorrendo a
formagdo média de 9,14 folhas por explante. Essa concentracdo de nitrato de

amonio corresponde a concentracio original do meio WPM.
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Figura 1 Numero de folhas em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ cultivadas em
meio WPM contendo diferentes concentragdes de nitrato de cdlcio e 400 mg
L! de nitrato de amonio. Lavras, MG. 2007.

Observou-se que ndo hd necessidade da utilizacdo de nitrato de cédlcio no
meio WPM para estimular emissdo de folhas. Contudo, o meio WPM contém
uma outra fonte de calcio, o cloreto de calcio (CaCl,.2H,0). No entanto,
Kanashiro (2005) recomenda a utilizagdo de 9,38 mM L' de nitrato de célcio
[Ca(NO;),.4H,0] como fonte de cdlcio a ser adicionada ao meio liquido MS
modificado em vez de CaCl,.2H,0, para crescimento in vitro de Aechmea
blanchetiana (Bromeliaceae).

A medida que houve incremento nas doses de nitrato de clcio,
registrou-se reducio no nimero de folhas até a concentracio de 695 mg L', a
partir da qual verificou-se aumento crescente do nimero de folhas (6,05) até a
dose méxima utilizada (1112 mg L™). Pode-se, assim, inferir que o efeito
estimulante do nitrato de célcio continuaria e ou estabilizaria em concentragdes
superiores.

Sato et al. (2001), estudando a influéncia da concentra¢do de nitrato de

amoénio, com e sem BAP, na micropropagacio da mandioca (Manihot



esculenta), verificaram que o ndmero de folhas cresceu com o aumento da
concentracao de NH4;NO;.

Maior nimero de raizes (4,3) foi verificado com 600 mg L' de nitrato
de aménio (1,5 vez a concentragio original do meio WPM) e 278 mg L' de
nitrato de cdlcio, que corresponde a metade da concentraciao original do meio
WPM (Figura 2). A partir desse ponto, houve decréscimo no nimero de raizes.
Essa tendéncia, provavelmente, indica que, para essa varidvel, uma menor

relagdo NH,"/NOj;™ € necessdria, para se obter melhores resultados.

y 600 mg L'=2,914 +0,0108x - 3.10°x +1.10°X R* =074

5,
]
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= 4
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Nitrato de calcio (mg L'l)

Figura 2 Numero de raizes em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ cultivadas em
meio WPM contendo diferentes concentragdes de nitrato de cdlcio e 600 mg
L' de nitrato de amdnio. Lavras, MG. 2007.

Efeito favoravel de nitrato sobre o crescimento longitudinal das raizes e
formagdo de raizes laterais em Oncidium varicosum foram observados por
Kerbauy (1993).

Aradjo et al. (2005) e Mercier & Kerbauy (1998) verificaram que
concentracdes crescentes de amodnio favoreceram aumento no nimero de raizes
em orquidea e aumento no nimero de raizes em Pitcairnia flammea e Vriesia
philippocoburgii, respectivamente. Entretanto, Nunes et al. (2005) obtiveram

maior nimero de raizes e comprimento da parte aérea com a utilizacdo de 1000
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mg L' de KCl e 500 mg L' de nitrato de célcio, na micropropagagdo de porta-
enxerto de videira ‘Kobber’. Segundo Pasqual (2001), a emissdo de novas raizes
¢ favorecida pelos nutrientes cdlcio e boro.

O ciélcio é essencial no desenvolvimento radicular. A secre¢do H,
induzida pela auxina nas células meristematicas, ocorre pela troca de Ca* por
H". Com isso, hd diminui¢do do pH da parede celular, que se torna menos rigida,
permitindo o aumento do volume (Takane, 2002). Embora algumas espécies
crescam in vitro na presenca apenas de nitrato, a maioria dos explantes
derivados de plantas intactas, tecidos e 6rgdos, incorpora nitrogénio e cresce
mais rapidamente em solu¢des contendo fons nitrato e amdnia do que na
presenca de apenas uma dessas fontes (Pasqual, 2001).

Para ndmero de brotos, ndo houve interacdo entre os fatores testados,
apenas para a adicdo de nitrato de amonio. O maior nimero de brotos (1,76) foi
obtido com 450 mg L™ de nitrato de aménio (Figura 3), concentracio préxima a
original (400 mg L") utilizada no meio WPM. Na auséncia de nitrato de amoénio

foi registrado 1,38 broto por explante.

2,5 7
8
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0 200 400 600 800

Nitrato de amonio (mg L'l)

Figura 3 Nimero de brotos formados em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ sob
diferentes concentra¢des de nitrato de amonio acrescidas ao meio WPM.
Lavras, MG. 2007.
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A diferenga de 0,38 brotos observada entre os tratamentos com 0 e 450
mg L™ de nitrato de aménio pode ser explicada, provavelmente, pelo fato de a
polpa de banana ter suprido grande parte do nitrogénio utilizado pelo explante,
na auséncia de nitrato de amonio.

Poddar et al. (1997), em Eleusine coracana L., observaram que
concentracdes de duas a seis vezes maiores de nitrato de amodnio, utilizadas no
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), podem favorecer a regeneracio de brotos
na auséncia do regulador de crescimento. J4 em altas concentra¢des de nitrato de
amdnio ¢ de ANA, o meio de cultura tornou-se téxico. De acordo com os
mesmos autores, o nitrato pode funcionar como um regulador de crescimento,
estimulando brotagdes. Similarmente, Silva et al. (2005) registraram que o
incremento das concentragdes de nitrato de amoénio, na auséncia de cinetina,
aumentou o nimero de gemas e brotos em Dyckia maritima (Bromeliaceae).

Mercier & Kerbauy (1991) constataram que distintas fontes de
nitrogénio provocam diferencas nas taxas de sintese de certas substincias, como
2iP, zeatina e clorofila, assim como na atividade metabdlica e no
desenvolvimento de protocormos de orquideas.

De acordo com George & Sherrington (1984), o desenvolvimento e a
morfogénese em cultura de tecidos sdo acentuadamente influenciados pela
disponibilidade de nitrogénio e pela forma como o mesmo é fornecido. Segundo
Sakuta (1987) altas concentragdes de amonio (NH4+) e nitrato (NO3) podem ser
criticas no processo de morfogénese e crescimento dos explantes.
Provavelmente, esses resultados estdo relacionados com a prépria funcdo
metabdlica do nitrogénio, como constituinte de aminodcidos, enzimas e
proteinas.

O estudo de diferentes concentra¢des de nitrato de amdnio e nitrato de
calcio em meio WPM altera a razao das fontes de nitrogénio NH4'/NOs. Esta

razdo parece ser determinante no crescimento in vitro, devendo o amonio ser, no
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méaximo, 1/3 do N total. Esse desequilibrio de {ons pode ter influenciado os

resultados obtidos no presente estudo.

4 CONCLUSOES

Para o crescimento in vitro de plantulas de Cattleya loddigesii “Tipo’,
recomenda-se a utilizacdo do meio de cultura WPM em sua formulacao original,
sem o nitrato de célcio. O enraizamento € favorecido com a utilizagdo de 600 mg

L' de nitrato de amonio e 278 mg L' de nitrato de clcio.
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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Qualidade de luz e GA; no crescimento in
vitro de Cattleya loddigesii ‘Tipo’. 2007. p 17-32. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Com o objetivo de otimizar o crescimento in vitro de plantulas de Cattleya
loddigesii ‘Tipo’, avaliaram-se diferentes concentragdes de acido giberélico e
diferentes qualidades de luz. Plantulas oriundas de autofecundagdo e sementes
germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, foram
inoculadas em frascos contendo 60mL de meio de cultura WPM suplementado
com 20g L' de sacarose, 2g L™ de carvio ativado e 150g L' de polpa de banana
‘Nanica’ madura, solidificado com 6g L™ de dgar e pH ajustado para 5,7 + 0,1.
Os tratamentos consistiram de um fatorial (5x5) no qual testaram-se
concentracdes de GA; (0; 2,5; 5; 10 e 20 mg L’l) e qualidades de luz (branca,
amarela, azul, verde e vermelha). As diferentes qualidades de luz foram obtidas
com a utilizag¢do de duas folhas de papel celofane envolvendo os frascos durante
o cultivo in vitro. Decorridos 90 dias da inoculacdo, observou-se que o cultivo
em sala de crescimento sob celofane vermelho aumenta o alongamento das
plantulas, enquanto a luz branca favorece o enraizamento; a presenca de GA;
interfere negativamente no crescimento in vitro de plantulas de Cattleya
loddigesii “Tipo’.

Palavras-chave: giberelina, qualidade de luz, Cattleya, cultura de tecidos,
orchidaceae.

" Comité orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

ARAUJO, Aparecida Gomes de. Effects of light quality and GA;
concentration in the in vitro development of Cattleya loddgesii ‘Tipo’. 2007.
p-17-32. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil."

The aim of this research was to evaluate GA; concentrations and the light
quality in the in vitro growth of micropropagated orchid plantlets. Cattleya
loddgesii ‘“Tipo’ seedlings 1.0 cm in length, produced by self pollinization of its
flowers and by seeds in vitro germination, were inoculated in flasks containing
60 mL of culture medium. The medium was supplemented with 20 g L of
sucrose, ‘Nanica’ banana pulp (150 g L), activated charcoal (2 g L), solidified
with agar 6 g L™ and pH adjusted to 5.7+0.1, before autoclaving at 121°C and
1.5 atm during 20 minutes. All possible combinations of GAj; concentrations (0;
2.5; 5.0; 10.0 e 20.0 mg L") and light quality (white, yellow, blue, green and
red) was tested during in vitro culture of the explants. After inoculation, cultures
were transferred to a growth room with the temperature of 25+2°C, 16 hours
photoperiod with a ligth intensity of 35 umol m™ s. The experimental design
was completely randomized, in a factorial scheme of 5x5 with three replicates
consisting of 5 plantlets each. After 90 days, the best in vitro growth rate of
Cattleya loddgesii ‘Tipo’ plantlets was achieved in WPM medium cultivated
under red light. GA; had a negative interference in the in vitro growth of
Cattleya loddgesii “Tipo’ plantlets.

Key words: Gibberelin, light quality, Cattleya, tissue culture, orchidaceae.

" Guidance committee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A realizagdo de propagacdo vegetativa utilizando-se técnicas de cultura
de tecidos pode ser um valioso instrumento na multiplicacio rdpida de mudas de
orquideas, uma vez que o processo convencional é extremamente lento.

A composi¢@o do meio de cultura e a concentragdo dos reguladores de
crescimento sdo determinantes no crescimento e no padrdo de desenvolvimento
das plantas, na maioria dos sistemas de cultura de tecidos (Caldas et al., 1998).
Segundo estes mesmos autores, as giberelinas, a exemplo do 4cido giberélico
(GA3), ndo sdo comumente incluidas nos meios de cultivo, em razdo do
suprimento enddgeno ser suficiente para os processos morfogenéticos. Porém,
quando plantas produzidas in vitro ndo estdo em condi¢des de serem
aclimatizadas, devido ao seu tamanho, o cultivo na presenca de GA; pode
provocar o alongamento em algumas espécies (Grattapaglia & Machado, 1998)
e, conseqiientemente, um maior nimero de individuos poderd ser transferido
para casa de vegetacdo.

Em plantas como macela (Egletes viscosa), a concentracio de 0,5 mg L™
de GA; proporcionou satisfatorio crescimento dos explantes (Diniz et al., 2003).
Resultados semelhantes foram obtidos por Silva (2001), sendo a concentracdo de
10 mg L' de GA; responsével pelo maior niimero de folhas e brotos em gloxinia
(Sinningia speciosa Lodd. Hiern.). Entretanto, Oliveira (1994) observou que a
adi¢do de GA; ao meio de cultura ndo proporcionou incremento no tamanho e
no nimero de brotos novos em crisantemo (Dendranthema grandiflora).

A qualidade da luz utilizada nas salas de crescimento é também de suma
importancia na morfogé€nese in vitro. Estudando o desenvolvimento in vitro de
brotos de ameixeira (Prunus sp.), Muleo et al. (2001) demonstraram que,
enquanto a luz azul aumentou o nimero de brotos axilares produzidos a partir do

meristema apical, a luz vermelha promoveu crescimento caulinar.
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Outros estudos também indicam que os diferentes estdgios do processo
de organogénese podem responder diferentemente ao espectro luminoso.
Affonso et al. (2003), analisando o desenvolvimento de camomila (Chamomila
recutita) em diferentes espectros luminosos, registraram que o tratamento com
luz vermelha foi o que induziu maior producdo de brotos/planta. O nimero de
raizes ndo foi afetado pela luz vermelha, porém, as luzes azuis e verdes inibiram
o desenvolvimento radicular. Raizes mais longas foram observadas em plantas
cultivadas sob luz vermelha, o que proporcionou um melhor desenvolvimento de
plantas. J4 Zaguini et al. (2003), avaliando o efeito de diferentes espectros de luz
no desenvolvimento in vitro de Artemisia absinthium L., verificaram que a luz
vermelha induziu a formacao de maior ndimero de brotos por planta. Além disso,
explantes mantidos sob luz branca + UV-A, azul e verde produziram plantas
maiores.

Poucos estudos tém sido realizados buscando-se compreender o efeito
da qualidade de luz no crescimento e no desenvolvimento dos tecidos de plantas
cultivadas in vitro. Entretanto, esses t€ém demonstrado que a qualidade da luz
influencia a eficiéncia bioldgica dos reguladores de crescimento adicionados ao
meio de cultura, bem como o balango hormonal nos tecidos (Erig & Schuch,
2005).

Com o objetivo de otimizar o crescimento in vitro de plantulas de
Cattleya loddigesii ‘Tipo’ avaliaram-se diferentes concentracdes de 4acido

giberélico e diferentes espectros de luz.

2 MATERIAL E METODOS

Plantulas de Cattleya loddigesii ‘“Tipo’, oriundas de sementes produzidas

por autofecundacdo e germinadas in vitro, com, aproximadamente, 1 cm de

comprimento e com raizes foram utilizadas como explantes.
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Ap6s um ensaio prévio, determinou-se que o melhor meio para essa
espécie ¢ o WPM (Lloyd & McCown, 1980), o qual foi suplementado com
diferentes concentragdes de GA; (0; 2,5; 5,0; 10 e 20 mg L'l), acrescido de 20 g
L' de sacarose, 2 g L' de carvdo ativado e 150 g L de polpa de banana
‘Nanica’ madura, solidificado com 6 g L™ de dgar e pH ajustado para 5,7+0,1.

Verteram-se 60 mL de meio em frascos de vidro com capacidade para
250 cm’, vedados com tampas plésticas translicidas e autoclavados a pressdo de
1,5 atm e a temperatura do 121°C, durante 20 minutos. Apés a inoculagdo, os
frascos contendo cinco plantulas cada, foram mantidos em sala de crescimento a
25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de, aproximadamente, 35 pmol m*
25

As culturas foram submetidas a diferentes qualidades de luz (branca,
azul, amarela, verde e vermelha), obtidas com a utilizacdo de duas folhas de
papel celofane envolvendo os frascos de cultivo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x5, com trés repeti¢des com cinco plantulas cada. Decorridos
90 dias da instalagdo do experimento avaliaram-se nimero de folhas, nimero de
brotos, nimero e comprimento de raizes (cm), comprimento da parte aérea (cm)
e massa fresca de plantulas (g). Os dados foram analisados empregando-se o
programa Sisvar (Ferreira, 2000), por meio de regressdo polinomial para
concentracdes de GA; e teste de Scott-Knott, para tipos de luz, a 5% de

probabilidade.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nao houve interacdo significativa entre os fatores estudados para

qualquer uma das varidveis analisadas. O comprimento da parte aérea e o

comprimento de raizes apresentaram significincia dos fatores estudados
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isoladamente, enquanto que as varidveis nimero de raizes e massa fresca de
plantulas apresentaram significincia apenas para o fator GA;. Houve
significancia apenas para o fator luz quando se estudou o nimero de folhas. O

nimero de brotos nio foi afetado pelos tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas nimero de folhas (NF),
nidmero de brotos (NB), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de raizes
(NR), comprimento de raizes (CR) e massa fresca de plantulas (MFP), em
Cattleya loddigesii ‘“Tipo’ cultivada sob diferentes qualidades de luz. Lavras,

MG. 2007.
Fontes de .
Variacio Quadrados Médios
NF NB CPA NR CR MFP
Luz 4 22,5495*% 1,0581™ 2,5383** 1,7198™  2,6541*  0,0101™

GA; 4 17,7822™ 1,1035™  1,0550*  8,2965* 15,4667** 0,1915*
Luzx GA; 16 17,3339 0,6552™ 0,2920™ 11,0027  1,3131™ 0,0173"
Residuo 50  7,7922 0,4596 0,3144 0,7465 0,8733 0,0098

CV (%) 31,28 32,82 19,35 22,38 20,37 42,58

**, * significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns - ndo significativo

Os resultados para nimero de brotos assemelham-se aqueles obtidos por
Yui et al. (1990) que, trabalhando com macieira ‘Golden Delicious’, observaram
que ndo houve diferenca significativa entre as doses de GA; (0 até 1,0 mg L™)
para esta varidvel.

O 4cido giberélico, em meio de cultura, normalmente diminui ou impede
a formacao de raizes, brotacdes ou embrides somdticos (Pasqual, 2001).

Maior numero de folhas (11,07) foi verificado quando as plantulas
foram cultivadas sob papel celofane azul (Tabela 2). Segundo Erig & Schuch
(2004), o cultivo de macieira sob celofane vermelho e em sala de crescimento
com 4,4 uM de BAP no meio de cultura possibilita a obten¢do de maior nimero
de gemas e taxa de multiplicacdo nas cultivares Matergala e Galaxy e,

conseqiientemente, maior nimero de folhas.
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Tabela 2 Numero de folhas, comprimento de raizes e da parte aérea em plantulas de
Cattleya loddigesii ‘Tipo’, cultivadas em diferentes qualidades de luz.
Lavras, MG. 2007.

Qualidade de luz Numero de Comprimento de Comprimento da parte
folhas raizes (cm) aérea (cm)

Amarela 8,56 b 4,24b 2,78 b
Azul 11,07 a 4,59b 2,74 b
Branca 7,96 b 5,25 a 2,54b
Verde 8,64 b 4,66 b 2,82b
Vermelha 8,40b 4,20b 3,61 a
CV (%) 31,28 20,37 19,35

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si,
significativamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Dignart (2006) ndo observou diferencgas significativas para nimero de
folhas de Carttleya walkeriana, em sala de crescimento, independente da
utilizacdo de malhas fotoconversoras coloridas (vermelha e azul). No entanto,
Silva & Debergh (1997) verificaram diferencas para esta varidvel em
tratamentos de alteracdo de qualidade espectral, em plantulas de Azorina vidalii.

As plantulas apresentaram maior crescimento em altura (3,61 cm) sob
cultivo em celofane vermelho (Tabela 2). As demais condi¢des de luz tiveram
resultados semelhantes, porém, inferiores. Resultados distintos foram
encontrados por Erig & Schuch (2004), que registraram melhores resultados
para nimero e comprimento de brotos na cv. Matergala de macieira, sob cultivo
em luz amarela (celofane). Ja na cv. Galaxy, a qualidade de luz nio alterou esses
parametros.

Zaguini et al. (2003) registraram que a luz azul induziu maior
alongamento e maior biomassa em plantulas de artemisia, enquanto a luz
vermelha inibiu o desenvolvimento.

A radiacdo vermelha, de modo geral, promove alongamento de parte
aérea, como j4 foi constatado em diversos estudos, com alteracdo na qualidade

de luz (Marks & Simpson, 1999; Silva & Debergh, 1997). No entanto, esse
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alongamento ndo € caracteristica geral e muitos autores afirmam que a influéncia
da qualidade de luz sobre o crescimento e o desenvolvimento de plantas estd
fortemente associada a espécie vegetal (Antonopolou et al., 2004; Hunt & Burrit,
2001).

Segundo George (1996), a luz vermelha estimula o enraizamento em
muitas espécies, porém, neste trabalho, o comprimento de raizes foi afetado
apenas pela luz branca (5,25 cm). Os demais tratamentos de luz tiveram
resultados semelhantes (Tabela 2), porém, inferiores ao da luz branca (sala de
crescimento convencional). Estes resultados concordam com os de Antonopolou
et al. (2004), que encontraram melhores taxas nos parametros de enraizamento
sob radiacdo branca, isso porque as folhas irradiadas com luz branca absorvem
mais os comprimentos de ondas azul, vermelho e verde, necessarios para ganhos
energéticos pela fotossintese, bem como para outros processos fisioldgicos.

Avaliando-se o efeito do GAj;, constata-se que melhores respostas para
comprimento de parte aérea (Figura 1) foram registradas na auséncia do
regulador de crescimento (3,26 cm), como encontraram Santana et al. (2005)
para alecrim-pimenta. A incorporagdo de GA; ao meio WPM teve pouca
influéncia no desenvolvimento da parte aérea. Doses crescentes de GA;

reduziram gradativamente o comprimento da parte aérea.
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Figura 1 Comprimento de parte aérea (cm) em plantulas de Cattleya loddigesii “Tipo’
cultivadas em diferentes concentracdes de GA;. Lavras, MG. 2007.

Por outro lado, Araujo et al. (2005), em estudos com orquidea
(Laeliocattleya x Cattleya walkeriana), verificaram melhores respostas para
altura de plantulas em meio WPM com 10 mg L' de GA;. Da mesma forma,
Moreira et al. (2005) obtiveram maior alongamento de plantulas de Cattleya
aclandae com a utilizagdo de 1,0 mg L' de GA; associado a 0,5 mg L' de ANA.
O alongamento de parte aérea e brotagdes laterais podem ser afetados em
diferentes faixas do espectro pela alteracdo na concentracdo de auxinas e
giberelinas das plantas (Silva & Debergh, 1997).

Pelo grifico da Figura 2, observa-se que maior comprimento de raizes
(5,39 cm) foi registrado na auséncia de giberelina. Doses crescentes do

fitorregulador promoveram decréscimo nesta varidvel.
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Figura 2 Comprimento de raizes (cm) em plantulas de Cattleya loddigesii “Tipo’
cultivadas em diferentes concentracdes de GA;. Lavras, MG. 2007.

O maior nimero de raizes (4,46) foi verificado na auséncia da giberelina
(Figura 3). A qualidade de luz ndo influenciou o nimero de raizes, fato também

constatado por Affonso et al. (2003) em camomila.
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Figura 3 Numero de raizes em plantulas de Cattleya loddigesii “Tipo’ cultivadas em
diferentes concentracdes de GA;. Lavras, MG. 2007.

O efeito ora inibitério, ora estimulatério dos reguladores de crescimento

na formacio de brotos e raizes em diferentes plantas pode estar associado a
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prépria concentragdo, bem como a absorcio dos reguladores de crescimento pelo
substrato (George, 1996).

A maior massa fresca de plantulas (0,376g) foi verificada também na
auséncia do regulador de crescimento (Figura 4). Com aumento nas

concentracdes de GA; adicionadas ao meio WPM, houve decréscimo nessa

variavel.
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Figura 4 Massa fresca de plantulas (g) de Cattleya loddigesii ‘“Tipo’ cultivadas em
diferentes concentracdes de giberelina. Lavras, MG. 2007.

De forma similar, Araujo et al. (2005), testando GA; em Laeliocattleya
x Cattleya Walkeriana e Silva (2001), em gloxinia, verificaram melhores
resultados para a producdo de massa fresca de plantulas, na auséncia desse
regulador de crescimento.

Para que se obtenha sucesso no processo de micropropagagdo, existe a
necessidade de se ajustar, para cada espécie e ou cultivar, as melhores condi¢des
de cultivo (Zimmerman, 1981), ou seja, as concentragdes mais apropriadas de
reguladores de crescimento e o ambiente no qual serdo mantidos os explantes.

No presente trabalho, a adicdo de GAj; no meio interferiu negativamente
no desenvolvimento do sistema radicular e no acimulo de biomassa das

plantulas. O cultivo sob celofane vermelho induziu alongamento de parte aérea e
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o cultivo em sala de crescimento (luz branca) induziu o crescimento de raiz.
Ressalta-se que em papel celofane de cor vermelha, todos os comprimentos de

onda sdo absorvidos e o vermelho, refletido.

4 CONCLUSOES

O cultivo em sala de crescimento sob celofane vermelho aumenta o
alongamento das plantulas.
A presenca de GA; interfere negativamente no crescimento in vitro de

plantulas de Cattleya loddigessi “Tipo’.
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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Sacarose e qualidade de luz na propagacao
in vitro de plantulas de orquidea. 2007. p. 33-51. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. :

O cultivo in vitro sob condi¢des adequadas de luz e de concentracdo de sacarose
pode influenciar no crescimento dos explantes, fazendo com o processo de
micropropagacdo seja mais econdmico e se obtenham mudas de melhor
qualidade. Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar diferentes qualidades
de luz e concentracdes de sacarose adicionadas ao meio de cultura WPM, na
micropropagacdo de Cattleya loddigesii ‘“Tipo’, possibilitando uma otimizac¢io
no processo de producdo in vitro. Plantulas oriundas de sementes produzidas por
autofecundacdo e germinadas in vitro, com 1,0 cm de comprimento e contendo
raizes foram inoculadas em frascos contendo 60 mL de meio WPM acrescido de
concentracdes de sacarose (0, 20, 40 e 60 g L) e adicionados de carvio ativado
(2 g L), solidificado com 4gar (6 g L") e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da
autoclavagem a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos. Os frascos (5 plantulas/frasco)
foram mantidos em diferentes ambientes de cultivo (CV: casa de vegetacdo;
CVA: casa de vegetacdo com sombrite azul; CVV: casa de vegetacdo com
sombrite vermelho; SC: sala de crescimento; SCA: sala de crescimento com
sombrite azul; SCV: sala de crescimento com sombrite vermelho). Decorridos
90 dias, verificou-se melhor crescimento in vitro em meio WPM com 15 g L' de
sacarose e cultivo em sala de crescimento convencional. Maior enraizamento e
massa seca de plantulas foram verificados em meio com 45 g L' de sacarose,
independente do ambiente de cultivo. Para crescimento de raizes recomenda-se
cultivo sob sombrite vermelho em sala de crescimento.

Palavras-chave: qualidade de luz, sacarose, Cattleya, micropropagacao,
orchidaceae.

* Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Effect of Sucrose concentrations and light
quality for the improvement of in vitro propagation of orchid plantlets.
2007. p. 33-51. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

Sucrose concentrations and light quality are importante conditions to provide a
less cost in the micropropagation process. The better conditions of these factors
can yield a high quality micropropagated plantlets. The aim of this work was to
evaluate the different light quality and sucrose concentrations supplemented to
the WPM medium in micropropagation of Cattleya loddigesii “Tipo’. Plantlets
with roots and 1.0 cm in length, produced by self pollinization of its flowers and
also by seeds in vitro germination, were inoculated in flasks with a 60 mL of
WPM medium supplemented with different sucrose concentrations (0, 20, 40
and 60 g L") and activated charcoal (2 g L"). The medium was solidified with
agar (6 g L") and the pH adjusted to 5.8 previously to autoclavation at 121°C
during 20 minutes. The flasks (5 plantlets/flask) were kept under different
culture environments (CV: greenhouse, CVA: greenhouse with a blue shading
net, CVV: greenhouse with a red shading net, SC: growth room, SCA: growth
room with a blue shading net, SCV: growth room with a red shading net). After
90 days, the best in vitro development was obtained with WPM medium
supplemented with 15 g L of sucrose under the environment of a normal
growth room (SC). The best rooting of the explants and the highest dry biomass
of the plantlets were observed in the medium supplemented with 45 g L' of
sucrose, there was no interference of the culture environment in the rooting.
Therefore, it is recommended to cultivate the flasks under a red shading net,
inside a normal growth room to promote a better rooting of the explants.

Key words: Light quality, sucrose, Cattleya, micropropagation, orchidaceae.

" Guidance committee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

Poucos estudos tém sido realizados buscando compreender o efeito da
qualidade de luz no crescimento e no desenvolvimento dos tecidos de plantas
cultivadas in vitro. Entretanto, esses estudos tém demonstrado que a qualidade
da luz pode alterar a concentracio de carboidrato e hormdnios dentro da planta
(Almeida & Mundstock, 2001; Erig & Schuch, 2005).

A qualidade da luz utilizada nas salas de crescimento é de suma
importancia na morfogénese in vitro. Para o desenvolvimento in vitro de brotos
de ameixeira (Prunus sp.), Muleo et al. (2001) demonstraram que, enquanto a
luz azul aumentou o nimero de brotos axilares produzidos a partir do meristema
apical, a luz vermelha estimulou a dominéncia apical. Dignart (2006), testando o
efeito de sombrites coloridos (vermelho e azul) sobre frascos contendo plantulas
de Cattleya walkeriana cultivados em casa de vegetacdo (CV) e sala de
crescimento (SC), verificou que CV-com sombrite azul resultou em maior
nimero de brotos.

O excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a sintese de
clorofila e, portanto, reduz a capacidade fotossintética das culturas, mesmo
sendo essencial ao crescimento (Yamada & Sato, 1978). Foi observado aumento
na taxa de fotossintese, em subculturas sucessivas, quando a concentracdo de
sacarose foi reduzida de 20 ou 40 g L™ para 10 g L' (Pasqual, 2001). Embora o
acticar ndo seja o componente de maior custo no preparo do meio de cultura, a
reducdo da sua concentracio pode ser economicamente favoravel, especialmente
devido a uma menor propensio de crescimento de fungos e bactérias (Prakash et
al., 2004).

Dignart (2006) obteve resultados similares para nimero de folhas,
nimero de brotagdes e comprimento de parte aérea, em Cattleya walkeriana,

testando as concentracdes de 15 e 30 g L' de sacarose. Faria et al. (2004),
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estudando o crescimento e enraizamento in vitro de plantulas de Dendrobium
nobile, sob diversas concentracdes de sacarose no meio MS com metade da
concentracdo de macronutrientes, verificaram maior crescimento em altura
(4,21£0,91 cm) e altas taxas de multiplicagdo (1:4) com 60 g L' de sacarose.

Tavares (2006) recomenda o cultivo in vitro de Dendranthema
grandliflora cv. Rage em casa de vegetacdo e reducdo na concentracdo de
sacarose do meio MS pela metade (15 g L), sem causar prejuizo ao
desenvolvimento dos explantes.

Com o objetivo de otimizar o processo de micropropagagao de Cattleya
loddigesii ‘“Tipo’ avaliaram-se diferentes qualidades de luz e concentracdes de

sacarose adicionadas ao meio de cultura WPM.

2 MATERIAL E METODOS

Plantulas de orquidea Cattleya loddigesii ‘Tipo’, oriundas de sementes
produzidas por autopolinizagcdo e germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0
cm de comprimento e com raizes, foram inoculadas em frascos de vidro (5
plantulas/frasco) com capacidade para 250 cm’, contendo 60 mL de meio de
cultura WPM-Wood Plant Medium (Lloyd & McCown, 1980), acrescido de
sacarose (0, 20, 40 e 60 g L"), carvdo ativado (2 g L, dgar (6 g LYe pH
ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem, a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

Apds a inoculacdo, os frascos foram vedados com tampas pldsticas
translicidas e filme plastico e, em seguida, transferidos para diferentes
condi¢des de incubacdo (CV: casa de vegetagdo; CVA: casa de vegetagdao sob
sombrite de malha azul; CVV: casa de vegetacio com sombrite de malha
vermelha; SC: sala de crescimento; SCA: sala de crescimento com sombrite de

malha azul; SCV: sala de crescimento com sombrite de malha vermelha).
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O material foi colocado diretamente sobre as bancadas em casa de
vegetacdo e sob malhas fotoconversoras (Figura 1). As malhas coloridas
utilizadas foram fornecidas pela empresa Polysac Plastic Industries®. Utilizou-se
a malha ChromatiNet Vermelha 50%, que reduz ondas azuis, verdes e amarelas
e acrescenta ondas na faixa espectral do vermelho e vermelho-distante. Outro
tratamento foi com a malha ChromatiNet Azul 50%, que reduz ondas na faixa do

vermelho e vermelho distante e acrescenta ondas azuis.

Figural Visdo geral das plantulas mantidas em casa de vegetacdo e sob malhas
coloridas. Lavras, MG. 2007.

Foram cultivadas também plantulas em frascos mantidos em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25+2°C e
radiagdo de 5,52 W m?s! (LI-200SA; Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), para
servirem como tratamento controle. Em sala de crescimento, foram testadas

também as coberturas coloridas CromatiNet vermelha e azul (Figura 2).
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Figura 2 Ambientes de cultivo dos frascos mantidos em sala de crescimento
convencional, com o uso de diferentes malhas coloridas. Lavras, MG.
2007.

A intensidade da radiacdo (Tabela 1) foi mensurada por meio de

sensores de radiacdo acoplados a um sistema de registro (LI 1400; Licor. Neb).

Tabela 1 Radiacio média (MJ .m'z.dia'l) observada nos microambientes em casa de
vegetacdo e sala de crescimento. Lavras, MG. 2007.

Ambiente Radiacao Ambiente Radiacao
Cv 3,15 SC 3,33
[0\ "AY 2,31 SCvV 1,30
CVA 3,15 SCA 1,61

CV:casa de vegetacdo; CVV:casa de vegetagcdo com sombrite vermelho; CV A:casa de
vegetacdo com sombrite azul; SC:sala de crescimento; SCV:sala de crescimento com
sombrite vermelho e SCA:sala de crescimento com sombrite azul.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4x6, com cinco repeti¢des e cada repeti¢do constituida de 5
plantulas. Os dados foram comparados pelo programa Sisvar (Ferreira, 2000). O
experimento foi avaliado apds 90 dias da instalagdo, considerando-se: niimero de

folhas e nimero de brotos por explante, comprimento de parte aérea (cm),

39



numero de rafzes por explante, comprimento de raizes (cm) e massa seca total de

plantulas (g).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interagdo significativa da concentracio de sacarose adicionada ao
meio de cultura e as diferentes qualidades de luz, para as caracteristicas
comprimento de parte aérea e comprimento de raizes. Nimero de folhas e de
brotos apresentaram significincia isolada para ambos os fatores estudados.
Numero de raizes e massa seca de plantulas apresentaram efeito significativo

apenas entre os niveis de sacarose (Tabela 2).

Tabela 2 Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas nimero de folhas
(NF), nimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea em cm (CPA),
nimero de raizes (NR), comprimento de raizes em cm (CR) e massa seca de
plantulas em g (MSP). Lavras, MG. 2007.

li;)nt'es fl N GL Quadrados Médios
ariacio
NF NB CPA NR CR MSP
Luz (L) 5 13,9582+ (,7480* 3,3578** 1,7597 "™ 1,1051** 0,0004 ™
Sacarose (S) 3 33,2488%* (0,0172** 1,7270%* 9,5875%* 5,6954** (,0026%*
LxS 15 4,5535™ 10,3948 ™ 0,7236** 0,5633 ™ 0,5823** (,0003 "™
Residuo 83 3,2768 0,2460 0,2505 0,7571 0,2404 0,0002
CV (%) 24,51 30,37 28,05 36,63 32,12 50,58

** - significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns — ndo significativo

Analisando-se a Figura 3, apds derivagdo da equagdo, verifica-se que
houve melhores respostas (7,97) para nimero de folhas, quando foram utilizados
15¢ L' de sacarose. Na auséncia de sacarose, observaram-se 7,77 folhas por
explante. Porém, a omissdo total da sacarose no meio nao € recomendada, pois

nao hé fornecimento de outra fonte de carboidrato para os explantes.
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Figura 3 Numero de folhas em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em meio
WPM, com diferentes concentragdes de sacarose. Lavras, MG. 2007.

O cultivo em sala de crescimento (SC) e o realizado em sala de
crescimento com sombrite vermelho (SCV) proporcionaram melhores resultados
para essa varidvel, apresentando 8,74 e 8,31 folhas, respectivamente. O uso de
sombrite azul em SC promoveu resultados inferiores, porém, semelhantes
aqueles observados em casa de vegetacdo com e sem sombrites coloridos

(Tabela 3).

Tabela 3 Numero de folhas (NF) e de brotos (NB) em plantulas de Cattleya loddigesii
‘Tipo’ cultivadas em meio WPM, sob diferentes qualidades de luz. Lavras,

MG. 2007.

Tratamento NF NB

Casa de vegetagdo (CV) 6,72 b 1,54 b
Casa de vegetagdo com sombrite azul (CVA) 6,61b 1,33 b
Casa de vegetagdo com sombrite vermelho (CVV) 6,91b 1,57b
Sala de crescimento (SC) 8,74 a 1,90 a
Sala de crescimento com sombrite azul (SCA) 7,09 b 1,67 a
Sala de crescimento com sombrite vermelho (SCV) 8,31a 1,81 a

* Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, estatisticamente,
pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
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De modo geral, a luz azul impede o alongamento do peciolo, porém,
aumenta a drea da 1amina foliar.

Resultados semelhantes foram obtidos por Dignart (2006), em Cattleya
walkeriana. A utilizagio de 20 g L' de sacarose proporcionou maior nimero de
folhas em plantulas hibridas de Phalaenopsis (Bhattarcharjee et al., 1999). Para
a espécie Dendranthema grandliflora cv. Rage, Tavares (2006) obteve maior
nimero de folhas com a concentragdo de 30 g L' de sacarose, com média de
23,37 folhas. As diferentes respostas observadas por estes autores € neste
trabalho podem ser atribuidas as diferencas intrinsecas das espécies estudadas.

Para cultivo in vitro de Cattleya walkeriana em diferentes ambientes,
Dignart (2006) observou que o nimero de folhas em sala de crescimento foi
maior que em casa de vegetacdo e que as malhas coloridas nio resultaram em
diferencas significativas para esta varidvel.

Melhores resultados para o nimero de brotos (2,04) foram obtidos com

a adigdo de 15 g L™ de sacarose (Figura 4).

2,57
2 /_\_/
1,5 p

0541 y=138+0,0873x-0,0035x2 +4.10° X  R’=1

Numero de brotos

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Sacarose (g L'l)

Figura4 Numero de brotos formados em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas
em meio WPM, com diferentes concentracdes de sacarose. Lavras, MG.

2007.
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O cultivo em sala de crescimento, independente da utilizacdo de malhas
coloridas, proporcionou maior nimero de brotos (Tabela 3). Esses resultados
concordam com aqueles observados por Dignart (2006), para Cattleya
walkeriana.

Dignart (2006) e Tavares (2006) ndo observaram diferencas
significativas em qualquer concentracdo de sacarose adicionada ao meio para
nimero de brotos em C. walkeriana e crisantemo (Dendranthema grandliflora
cv. Rage), respectivamente; contudo, quando este carboidrato foi omitido do
meio, a brotacdo das plantulas foi prejudicada.

O maior comprimento da parte aérea (3,0 cm) foi verificado com,
aproximadamente, 15 g L' de sacarose (Figura 5) e cultivo sob condi¢des de sala
de crescimento (SC). O cultivo em sala de crescimento sob malha vermelha
(SCV) também foi significativo (2,25 cm), combinado com 27 g L' de sacarose,

mas com resultados inferiores ao cultivo em sala de crescimento (SC).
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Figura5 Comprimento da parte aérea em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas
em meio WPM e mantidas sob diferentes ambientes e concentracdes de
sacarose. Lavras, MG. 2007.
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De modo geral, comprimentos de onda mais longos, principalmente na
luz vermelha, promovem acentuado alongamento nas células, enquanto que as
luzes azul e branca previnem o alongamento.

Dignart (2006) e Tavares (2006) obtiveram os mesmos resultados,
trabalhando com orquidea Cattleya walkeriana e crisintemo, respectivamente,
constatando que 15 g L™ de sacarose foi a concentragio que resultou no maior
comprimento de parte aérea. Fraguas et al. (2004) reportaram que um meio de
cultura contendo 20 g L' de sacarose foi eficiente no crescimento in vitro de
plantulas de Cattleya labiata x Laelia itambana. Ao contrério, Oliveira et al.
(2003) obtiveram melhores respostas para altura de parte aérea em plantulas de
Oncidium varicosum, com a utilizacdo de 60 g L™ de sacarose.

Para a condicdo de incubagdo, os resultados diferem daqueles
encontrados por Dignart (2006), que obteve maior comprimento de parte aérea
no cultivo de Cattleya walkeriana, em sala de crescimento, sob telas azul e
vermelha (2,65 e 2,45, respectivamente).

Radman et al. (2001) constataram maior taxa de crescimento de
Gypsophila no tratamento com menor intensidade luminosa e explicam que o
maior crescimento dos brotos pode ser resultado do processo de estiolamento
induzido pela luminosidade deficiente nas salas de crescimento, ocasionando
maior crescimento dos entrends com caules mais finos.

Maior nimero de raizes (2,87 raizes) foi registrado com a adi¢do de 45 g

L' de sacarose ao meio de cultura (Figura 6).
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Figura 6 Numero de raizes em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em meio
WPM, com diferentes concentra¢des de sacarose. Lavras, MG. 2007.

Os resultados obtidos mostram que o desenvolvimento radicular desta
espécie estd diretamente relacionado a concentracdo de sacarose no meio de
cultura e estdo de acordo com os encontrados por Chong & Pua (1985) e Shibli
et al. (1992), que observaram a necessidade de fornecimento de alta
concentracdo de sacarose para a emissdo de raizes em vdrias espécies.

Resultados similares foram obtidos por Dignart (2006), que também
observou que o nimero de raizes foi menor para as menores concentracdes de
sacarose no meio de cultivo in vitro de orquideas (Cattleya), porém, a sacarose
nao influenciou no comprimento das mesmas. Oliveira et al. (2003) registraram
melhores respostas para nimero de raizes em plantulas de Oncidium varicosum,
com a utilizagdo de 60 g L' de sacarose.

No presente trabalho, o fator qualidade de luz nio teve influéncia sobre
o ndmero de raizes. Dignart (2006) observou respostas similares em todos os

tratamentos, exceto sala de crescimento sob sombrite azul, com média inferior

(2,71 raizes) no cultivo in vitro de Cattleya walkeriana.
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Para o comprimento de raizes, houve interacdo dos fatores estudados.
Pelo teste F, observou-se significincia entre as concentracdes de sacarose € o
cultivo em sala de crescimento, sala de crescimento sob malhas azul e vermelha
e casa de vegetacdo com malha azul.

Melhores resultados (2,52 cm) foram obtidos com a utilizacdo de 45 g
L' de sacarose e cultivo sob sala de crescimento com malha vermelha, seguido
do cultivo em sala de crescimento com 60 g L' de sacarose, com 2,43 cm de
comprimento (Figura 7). Os demais tratamentos proporcionaram respostas

inferiores.

y CVA= 1,182 + 0,0411x -0,0006x2 R* =043
y SCA= 0,896 +0,0196x R?=0,74

A

Comprimento de raizes (cm)

0.5 y SC=1,275 + 0,0193x R?=0,62
y SCV= 0,5585 + 0,0887x -0,001x* R?=0,99
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Sacarose (g L'l)

& sala de crescimento (azul) m casa de vegetac@o (azul)

A sala de crescimento X sala de crescimento (vermelho)

Figura7 Comprimento de raizes em plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em
meio WPM, sob diferentes qualidades de luz e concentracdes de sacarose.
Lavras, MG. 2007.

Estes resultados foram contrdrios aos observados por Dignart (2006),
que ndo verificou diferencgas significativas entre os tratamentos de qualidade de
luz para esta varidvel e também registrou que a sacarose ndo influenciou o
comprimento das raizes. Faria et al. (2004) observaram que o acréscimo de

sacarose no meio de cultura ndo influenciou o enraizamento.

46



Melhor crescimento do sistema radicular de plantulas de Bletilla striata
(Orchidaceae) foi obtido com 30 g L' de sacarose no meio de cultura (Cho &
Ahn, 2000). Os mesmos autores também verificaram que ndo houve
desenvolvimento do sistema radicular na auséncia de sacarose, evidenciando a
essencialidade dessa fonte de carbono no meio de cultura para orquideas.
Oliveira et al. (2003) registraram melhores respostas para comprimento da maior
raiz em plantulas de Oncidium varicosum, com a utilizagio de 60 g L' de
sacarose.

A intensidade luminosa pode aumentar a taxa de enraizamento e a
qualidade das raizes. Em alguns casos, é necessdrio manter os explantes por
algum tempo no escuro, para promover a inducio de raizes. Portanto, a resposta
ao fator luz depende da espécie em estudo. Plantulas de orquideas sdo, por sua
propria constituicdo, de facil enraizamento, ndo necessitando de uma fase
especifica na micropropagacdo, como ocorre para a maioria das espécies
cultivadas por meio desta técnica.

A maior massa seca de plantulas (0,034 g) foi obtida com a adicao de 45

g L™ de sacarose no meio de cultura WPM (Figura 8).
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Figura 8 Massa seca de plantulas de Cattleya loddigesii cultivadas em meio WPM,
com diferentes concentragdes de sacarose. Lavras, MG. 2007.
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A redugdo de sacarose tem sido testada em diversas pesquisas como
forma de melhorar a capacidade fotossintética dos tecidos cultivados in vitro e
reduzir perdas atribuidas a contaminagdo microbiana. No entanto, diversos
autores s@o contrdrios a idéia de reducdo de sacarose durante a micropropagagao
e afirmam que os mecanismos pelos quais a concentracdo de carboidrato
influencia na aclimatizacdo nao sdo muito claros. Portanto, manter os niveis de
sacarose em torno de 2%-3% na fase que antecede a aclimatizagdo &
recomendavel, pois, desse modo, a planta acumularia reservas de energia para
sobreviver melhor ao ambiente (Capellades et al., 1990; Wainwright & Scrace,
1989).

As concentracdes mais apropriadas de sacarose que devem ser
adicionadas ao meio de cultivo variam com a espécie a ser cultivada, com o
ambiente no qual serdo mantidos os frascos e com o estdgio da micropropagacao
(Dignart, 2006).

Neste trabalho, melhores resultados para parte aérea de plantulas
(nimero de folhas, nimero de brotos e comprimento de parte aérea) foram
obtidos em sala de crescimento, com a utilizagdo de 15 g L™ de sacarose. O
sistema radicular e a massa seca de plantulas foram mais responsivos em meio
com 45 g L™ de sacarose, e o cultivo em SCV proporciona maior comprimento

de raizes.
4 CONCLUSOES

Melhor crescimento in vitro em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’
~ . J ~ -1 .
sdo obtidos com a utilizagdo de 15 g L de sacarose e cultivo em sala de
crescimento convencional. Maiores enraizamento e massa seca de plantulas sdo

obtidos com a adi¢do de 45 g L' de sacarose no meio, independente do ambiente
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de cultivo. Para o crescimento, de raizes recomenda-se cultivo sob sombrite

vermelho em sala de crescimento.
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RESUMO

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Caracteristicas anatomicas e fitotécnicas de
plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ submetidas a diferentes qualidades de
radiacdo. 2007. p. 52-74. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A qualidade de luz pode alterar a morfogénese das plantas por meio de uma série
de processos mediados por receptores de luz, principalmente na regido do
vermelho e azul. O objetivo do presente estudo foi verificar alteragdes
anatOomicas foliar e caracteristicas fitotécnicas de Cattleya loddigesii “Tipo’,
cultivadas in vitro, sob diferentes malhas coloridas com nivel de radiacdo de
50% de sombreamento. Plantulas oriundas de autofecundagcdo e sementes
germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0 cm de comprimento e com
raizes, foram inoculadas em meio WPM e submetidas a diferentes condi¢des de
incubacdo. Testou-se o efeito de sombrites coloridos (vermelho e azul) sobre os
frascos cultivados em casa de vegetacdo (CV) e sala de crescimento (SC), além
dos tratamentos, nos dois ambientes, sem utilizacdo das telas coloridas. A
avaliacdo foi efetuada 180 dias apds inoculacdo. Com os resultados obtidos,
observou-se que o ambiente de cultivo promove alteracdes anatdmicas e
fitotécnicas em Cattleya loddigesii ‘Tipo’, durante o cultivo in vitro. O cultivo
em casa de vegetacdo (luz natural) promove uma superficie foliar
anatomicamente adaptada a fase de aclimatizag@o.

Palavras-chave: qualidade de luz, anatomia foliar, malhas fotoconversoras,
micropropagac¢do, Cattleya.

* Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Dr. Evaristo
Mauro de Castro - UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

ARAUIJO, Aparecida Gomes de. Anatomical and vegetative characteristics in
Cattleya loddigesii ‘Tipo’ plantlets submitted to different light radiation.
2007. p. 52-74. Thesis (Doctorate in Crop Science) - Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

The light quality is responsible for the morphogenesis in plants. It is mediated
by a series of processes involving light receptors, mainly in the red blue region.
The aim of this research work was to observe the anatomical leaf alterations as
well as the vegetative characteristics of in vitro cultured Cattleya loddigesii
‘Tipo’. Two different colour shading nets (red and blue, 50% mesh) were tested
and compared with a control without the shading nets in greenhouse and growth
room. Plantlets of 1.0 cm in length with roots produced by self pollinization of
its flowers and by seeds in vitro germination, were inoculated in WPM medium
and submitted to these different incubation environments. After 180 days of
inoculation the plantlets were evaluated. It was observed that the culture
environment promote anatomical and vegetative alterations in Cattleya
loddigesii “Tipo’ during in vitro culture. Cultivation of the in vitro explants
inside a greenhouse (natural light) promoted a leaf surface structure
anatomically adapted to the acclimatization phase.

Key words: Light quality, leaf anatomy, photoconversor meshes,
micropropagation, Cattleya.

" Guidance committee: Dr. Moacir Pasqual - UFLA (Adviser); Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA (Co- adviser).
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1 INTRODUCAO

A utiliza¢do da luz natural apresenta inimeras vantagens sobre sistema
de iluminac@o tradicional, no que se refere as alteracdes morfofisiologicas das
plantas. Entre elas, destacam-se: aumento no crescimento das plantulas
micropropagadas, melhoria das caracteristicas fisioldgicas, pelo fato das
condi¢des ambientais de cultivo serem mais semelhantes aquelas naturais de
desenvolvimento das plantas e, conseqiientemente, ocorréncia de redugdo do
estresse da planta durante o transplantio para ambiente ex vitro (Erig & Schuch,
2005).

A luz pode ter um efeito pronunciado no desenvolvimento foliar e pode
modificar certas caracteristicas, tais como espessura da folha, diferenciacdo do
mesofilo, desenvolvimento vascular, divisdo celular e desenvolvimento dos
estdmatos (Lee et al., 1988). Baixa irradidncia pode ocasionar diferentes
configuragdes de estdbmatos que apresentam reduzida funcionalidade (Wetzstein
& Sommer, 1983).

Poucos estudos tém sido realizados buscando compreender o efeito da
qualidade de luz no crescimento e desenvolvimento dos tecidos de plantas
cultivadas in vitro. Entretanto, sabe-se que pigmentos distintos absorvem
radiacdo em comprimentos de onda especificos, desencadeando nos vegetais
uma série de respostas moduladas por eles, tais como alteracdes na anatomia e
diferenciacdo de tecidos, alongamento de plantas, enverdecimento,
desenvolvimento do aparato fotossintético, incluindo sintese de pigmentos e
desenvolvimento de cloroplastideos; acimulo de carboidrato nas folhas,
alteracdo nas concentracdes de hormonios vegetais, principalmente auxinas e
giberelinas, e inibi¢do ou estimulo de brotacdes axilares (Dignart, 2006).

Para o desenvolvimento in vitro de brotos de ameixeira (Prunus sp.),

Muleo et al. (2001) demonstraram que, enquanto o uso de luz azul aumentou o
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nimero de brotos axilares produzidos a partir do meristema apical, a luz
vermelha promoveu crescimento. Dignart (2006) testando sombrites coloridos
(vermelho e azul) sobre frascos de Cattleya walkeriana cultivados in vitro em
casa de vegetacdo e sala de crescimento, verificou que o cultivo em casa de
vegetacdo sob sombrite azul resultou em maior nimero de brotos. Em sala de
crescimento, a intensidade de luz incidente foi muito baixa, prejudicando o
desenvolvimento da cultura.

Embora diversos autores tenham confirmado efeitos morfoldgicos e
fisiol6gicos da qualidade de luz nas plantas, as respostas variam de acordo com a
espécie estudada (Antonopolou et al., 2004; Schuerger et al., 1997). A qualidade
da luz pode afetar estruturas anatomicas das folhas, parecendo exercer maiores
efeitos durante a expansdo foliar, fazendo com que as plantas exibam um alto
grau de plasticidade fisioldgica e anatdmica para mudangas na qualidade de luz
(Saebo et al., 1995; Schuerger et al., 1997).

Diante disso, objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar o efeito de
qualidades de luz com uso de malhas coloridas nas caracteristicas fitotécnicas e

na anatomia foliar em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ (Orchidaceae).

2 MATERIAL E METODOS

Plantulas de orquidea Cattleya loddigesii ‘Tipo’ oriundas de
autopolinizag¢do e sementes germinadas in vitro com, aproximadamente, 1,0 cm
de comprimento e com raizes foram inoculadas em frascos contendo o meio de
cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980), acrescido de carvao ativado (2 g Lh,
sacarose (20 g L), dgar (6 g L") e pH ajustado para 5,7+0,1 antes da
autoclavagem, a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

Os explantes, em ndmero de 5 por frasco, foram inoculados em

recipientes com capacidade de 250 cm’, contendo 60 mL de meio de cultura.
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Ap6s a inoculagdo, os frascos foram vedados com tampas plésticas translicidas
e filme pléstico, e, em seguida, transferidos para sala de crescimento ou casa de
vegetacdo, com nivel de sombreamento de 50% de transmitancia.

Os tratamentos consistiram de diferentes ambientes de cultivo in vitro:
casa de vegetacdo (CV), casa de vegetacdo com sombrite de malha azul (CVA),
casa de vegetagdo com sombrite de malha vermelha (CVV), sala de crescimento
(SC), sala de crescimento com sombrite de malha azul (SCA) e sala de
crescimento com sombrite de malha vermelha (SCV).

O material foi colocado diretamente sobre as bancadas em casa de
vegetacdo e sob malhas especiais que, segundo o fabricante, alteram o espectro
de luz solar. As malhas coloridas utilizadas foram fornecidas pela empresa
Polysac Plastic Industries®. Utilizou-se a malha ChromatiNet Vermelha 50%,
produzida com a finalidade de alterar espectro da luz, reduzindo as ondas azuis,
verdes e amarelas e acrescentando as ondas na faixa espectral do vermelho e
vermelho-distante. Outro tratamento foi feito com a malha ChromatiNet Azul
50% que, segundo o fabricante, muda o espectro da luz, reduzindo as ondas na
faixa do vermelho e vermelho distante e acrescentando as ondas azuis.

Foram cultivadas também plantulas em frascos mantidos em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 25+2°C, com
radiacdo de 5,52 W m?> s! (LI-200SA; Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA),
fornecida por lampadas brancas fluorescentes, para servirem como tratamento
controle. Em sala de crescimento, foram testadas também as coberturas coloridas
CromatiNet vermelha e azul.

A intensidade da radiacdo (Tabela 1) foi mensurada por meio de

sensores de radiacdo acoplados a um sistema de registro (LI 1400; Licor. Neb).
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Tabela 1 Radiacio média (MJ .m'z.dia'l) observada nos microambientes em casa de
vegetagdo e sala de crescimento. Lavras, MG. 2007.

Ambiente Radiagado Ambiente Radiacdo
Ccv 3,15 SC 3,33
Cvv 2,31 SCV 1,30
CVA 3,15 SCA 1,61

CV:casa de vegetacdo; CVV:casa de vegetacdo com sombrite vermelho; CVA:casa de
vegetacdo com sombrite azul; SC:sala de crescimento; SCV:sala de crescimento com
sombrite vermelho; SCA:sala de crescimento com sombrite azul.

Caracteristicas fitotécnicas

As avaliagdes fitotécnicas foram realizadas por meio dos seguintes
pardmetros: nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento de
parte aérea em cm (CPA), niimero de raizes (NR), comprimento de raiz, em cm
(CMR) e massa seca de plantulas, em g (MSP), para Cattleya loddigesii ‘“Tipo’
cultivada em diferentes ambientes de luz com telas coloridas.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
totalizando seis tratamentos, com oito repeticdes. Cada repeti¢dao foi composta
por um frasco contendo cinco plantulas.

Aos 180 dias de cultivo, as plantulas foram coletadas para proceder-se a
coleta de dados. Para a realizagdo das andlises de variancia, foi utilizado o
programa Sisvar (Ferreira, 2000). As médias foram comparadas pelo Teste de

Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

Caracteristicas anatémicas

Cinco plantulas foram retiradas por tratamento aleatoriamente e fixadas
em 4dlcool etilico 70%, para andlise dos estudos anatdomicos. Este trabalho foi
realizado no laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

Para as se¢des transversais, foram realizados cortes na regido do terco

mediano das folhas, utilizando-se o micrétomo de mesa. As se¢des transversais
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foram clarificadas em hipoclorito de sédio 1%, durante cinco minuto, sendo
enxaguadas em dgua destilada por dez minutos. Apds a lavagem, as segdes
foram coradas com azul de astra e safranina, seguindo a metodologia descrita
por Bukatsch (1972), modificada por Kraus & Arduin (1997). As laminas foram
montadas em glicerina 50%. Para cada tratamento, foram avaliadas cinco folhas
de diferentes plantulas e, em cada folha, foram efetuadas cinco avaliacdes em
campos diferentes. Utilizou-se uma ocular micrometrada acoplada a um
microscopio de luz. As varidveis analisadas para as secdes transversais foram:
espessura das epidermes nas faces superior e inferior, espessura do mesofilo do
feixe central e nimero de feixes vasculares.

Os cortes paradérmicos foram efetuados manualmente no ter¢o médio
foliar, na superficie abaxial das folhas. As laminas das se¢des paradérmicas
foram montadas com corante safranina em glicerina, com concentragdo de 0,1%
(v/v). Dessas secOes, as varidveis analisadas foram: freqiiéncia de estdmatos,
nimero das células epidérmicas, didmetros polar e equatorial.

A freqiiéncia estomadtica foi avaliada com auxilio de uma camara clara,
em microscopio Olympus CBB, seguindo a técnica descrita por Laboriau et al.
(1961). A freqiiéncia estomdtica e o nimero de células foram calculados pela
contagem do nimero por mm’ de 4rea da folha.

As fotomicrografias foram feitas no Laboratério de Anatomia Vegetal
Departamento de Biologia da UFLA, utilizando-se um microscépio Olympus

modelo BX 60, acoplado a uma méquina fotografica.

59



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas fitotécnicas
Houve efeito significativo das diferentes qualidades de luz utilizadas
para todas varidveis fitotécnicas estudadas, exceto para nimero de raizes, que

teve comportamento igual em todos os tratamentos aplicados (Tabela 2).

Tabela 2 Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas nimero de folhas
(NF), nimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de
raizes (NR), comprimento de raizes (CR) e massa seca de plantulas (MSP)
em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’, cultivadas em diferentes
ambientes de luz com telas coloridas. Lavras, MG. 2007.

Fontesde Quadrados Médios
Variacdo
NF NB CPA NR CR MSP
Luz 5 783,8880%* 13,0247%% 3,9983%F 4.4764™ 3,6949% 0,0020%F

Repeticdo 7 29,4525 59764™  0,3175" 2,7418™ 2,0259"™ 0,0012"™
Residuo 35 18,0807 3,3828 0,1938  2,6700 1,2973  0,0010

CV (%) 33,74 49,58 18,51 37,77 26,92 44,93

**, * significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns- ndo significativo

O nudmero de folhas observado em sala de crescimento (SC) foi maior
que em casa de vegetacdo (CV). Diferentes coberturas coloridas para ambientes
similares (sala de crescimento ou casa de vegetacdo) ndo resultaram em
diferencas significativas para esta varidvel (Tabela 3).

Silva & Debergh (1997) também nao observaram diferenca quando
trabalharam com alteragdo de qualidade espectral em ambiente de cultivo in
vitro de Azorina vidalli. Em Cattleya walkeriana, Dignart (2006) observou

resultados semelhantes para nimero de folhas.
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Tabela 3 Médias para nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento de
parte aérea em cm (CPA), nimero de raizes (NR), comprimento de raiz, em
cm (CR) e massa seca de plantulas, em g (MSP), para Cattleya loddigesii
‘Tipo’, cultivada em diferentes ambientes de luz com telas coloridas. Lavras,

MG. 2007.

Trat NF NB CPA NR CR MSP
CVV 9,37b 191b 2,06 b 4,83 a 4,44 a 0,0625 b
CVA 9,05b 2,74 b 1,90 b 4,58 a 441 a 0,0737 b
(0% 11,30 b 4,49 a 1,36 ¢ 5,11a 4,62 a 0.0650 b
SCV 13,30 a 341b 2,83 a 342 a 3,36b 0.0475b
SCA 16,29 a 4,26 a 3,10a 335a 346b 0.0637 b
SC 16,29 a 544 a 3,02a 4,65a 5,09 a 0,105 a

CV(%) 33,74 49,58 18,51 37,77 26,92 44,93

* Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si, estatisticamente,
pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Os valores obtidos para comprimento de parte aérea foram maiores em
sala de crescimento (SC), SCA e SCV (Tabela 3), concordando com os obtidos
por Dignart (2006), em Cattleya walkeriana. Esse resultado pode ser o reflexo
de um crescimento ji com -caracteristicas de estiolamento induzido pela
luminosidade deficiente em sala crescimento. Esse aspecto ja foi relatado por
Radmann et al. (2001), no cultivo de Gypsophila paniculata, em que todas as
plantulas mantidas em casa de vegetagdo desenvolveram um menor
comprimento de parte aérea, comparadas as plantulas mantidas em sala de
crescimento.

No presente estudo, em casa de vegetacdo, observaram-se menores
comprimentos de parte aérea, sendo essas plantulas, contudo, mais rigidas que as
obtidas em sala de crescimento, principalmente sob as telas vermelha e azul.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos
para nimero de raizes. Para comprimento médio de raizes, todos os tratamentos
foram similares, exceto sala de crescimento com sombrites azul e vermelho, que
resultaram em médias inferiores (Tabela 3). No enraizamento de Pinus silvestris
cultivados in vitro, Niemi et al. (2005) ndo registraram diferencas, sob espectros

de luz diferenciados. Antonopolou et al. (2004) encontraram melhores taxas nos
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parametros de enraizamento sob radiacdo branca, em vez das monocromaticas,
isso porque esse tipo de radiacdo contém todos os comprimentos de onda
necessdrios para ganhos energéticos pela fotossintese, bem como para outros
processos fisioldgicos. Morini et al. (2000) também encontraram maior taxa de
regeneracdo de raizes por explante foliar de Cydonia oblonga em amplo
espectro, ou seja, sob radiacdo de cor branca.

Os maiores nimeros de brotacdes foram obtidos em sala de crescimento,
ndo diferindo significativamente entre sala de crescimento com sombrite azul e
casa de vegetacdo sem cobertura. A formagdo de brotos axilares pode ser o
resultado da liberacdo da dominéncia apical, tanto pela fotoxidacdo de auxinas
em altas intensidades de luz como pela degradagdo desse regulador em luz azul
(Chee & Pool, 1989). Os tratamentos que resultaram em menor nimero de
brotagdes foram casa de vegetacdo e sala de crescimento com cobertura
vermelha e casa de vegetacdo com sombrite azul (Tabela 3).

Maior massa seca de plantulas foi verificada em sala de crescimento
sem sombrites coloridos. Os demais tratamentos tiveram resultados semelhantes,
porém, inferiores a sala de crescimento (Tabela 3).

Kodym & Zapata-Arias (1999) afirmam que, além dos reguladores de
crescimento, a luz também influencia consideravelmente a taxa de multiplicacio
e o crescimento de explantes cultivados in vitro. Conseqiientemente, havera um

maior peso final nas plantulas.

Caracteristicas anatomicas

Constatou-se que as folhas de Cattleya loddigesii “Tipo’ cultivadas sob
diferentes espectros de luz sao do tipo hipoestomaticas, apresentando estomatos
do tipo anomocitico (Figura 3). Em folhas de C. walkeriana cultivadas in vitro,
Dignart (2006) verificou que estas sdo hipoestomdtica, sendo observados

estomatos dos tipos anomocitico, tetracitico e ciclocitico.
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Neste estudo, observou-se que as epidermes de Cattleya loddigesii sdo
uniestratificadas em ambas as faces da folha e o mesofilo possui parénquima
clorofiliano homogéneo (Figura 4). Tais resultados s@o divergentes dos
apresentados por Zanenga-Godoy & Costa (2003) para quatro espécies do
género Cattleya, em cultivo in vivo, que relatam, ainda, que o mesofilo € do tipo
bifacial compacto, com presenca de hipoderme. Entretanto, Dignart (2006)
registrou mesofilo com parénquima clorofiliano e células de formato semelhante

e epiderme adaxial mais espessa que a abaxial, em C. walkeriana.
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Figura 3: Secdes paradérmicas na superficie abaxial de folhas de C. loddigesii. “Tipo’.
CV= casa de vegetagdo; CVV=casa de vegetagdo com sombrite vermelho;
CVA=casa de vegetagdo com sombrite azul; SC=sala de crescimento;
SCV=sala de crescimento com sombrite vermelho; SCA=sala de crescimento

com sombrite azul. Lavras, MG. 2007.
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Figura 4 Secdes transversais de folhas de Cattleya loddigesii cultivadas in vitro. CV=
casa de vegetacdo; CVV=casa de vegetacio com sombrite vermelho;
CVA=casa de vegetacdo com sombrite azul, SC=sala de crescimento;
SCV=sala de crescimento com sombrite vermelho; SCA=sala de crescimento
com sombrite azul. Lavras, MG. 2007.
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Houve efeito significativo dos diferentes ambientes de cultivo utilizados
para nimero de estdmatos, nimero de células, didmetro polar, didmetro
equatorial, mesofilo e nimero de feixes vasculares (Tabelas 4 e 5). As demais
variaveis (indice estomdtico, espessura das epidermes inferior e superior e a
relacio DP/DE) ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos aplicados

(Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas niimero de estdmatos
(NE), niimero de células (NC), diametros polar (DP) e equatorial (DE) dos
estomatos (um), relagdo DP/DE entre estdmatos e indice estomdtico (IE), em
folhas de plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’, cultivada em diferentes
ambientes de luz com sombrites coloridos. Lavras, MG. 2007.

Fontes de

Variacio Quadrados Médios

NE NC DE DP DP/DE IE

Luz 5 456,2798* 15242,00%* 22,8792**% 10,6773** 0,0096™ 1,5957™
Repeticdo 7 101,0833™  5997,72™  4,7402™ 2,8417" 0,0076™ 1,3591™
Residuo 35 144,0671 3502,99 3,3381 2,3815 0,0052 11,9336

CV (%) 13,59 7,48 6,28 5,25 7,09 13,79

** - significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns- ndo significativo

Tabela 5 Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas espessura da epiderme
superior (EES), inferior (EEI) e mesofilo (M) e nimero de feixes (NF), em
folhas de plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’, cultivadas em diferentes
ambientes de luz sombrites coloridos. Lavras, MG. 2007.

Fontes de

- GL Quadrados Médios
Variacao
EES M EEI NF
Luz 5 0,9841™ 472,2365%* 0,0445™ 46,3533
Repeti¢do 7 0,7155™ 37,9215™ 0,0270™ 0,8667™
Residuo 35 0,5049 80,0952 0,0918 1,4867
CV (%) 14,76 16,23 16,42 16,55

** - significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
ns- ndo significativo

Maior nimero de estdbmatos foi observado em plantas cultivadas em sala
de crescimento sem sombrite e com cobertura vermelha, e em casa de vegetacdo

sem cobertura e com sombrite vermelho (Tabela 6). Enquanto que plantulas
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cultivadas sob cobertura azul, tanto em casa de vegetacdo como em sala de
crescimento, tiveram resultados inferiores. Esses resultados podem ser
comparados aos observados por Rajapske & Kelly (1993), que obtiveram menor
densidade estomdtica trabalhando também com crisantemo cultivado sob filtros

de CuSO,, que produz os mesmos efeitos de filtros de luz azul.

Tabela 6 Numero de estomatos (NE), nimero de células (NC), didmetros polar (DP) e
equatorial (DE) dos estdmatos (um), espessura da epiderme superior (EES),
inferior (EEI) e mesofilo (M), nimero de feixes (NF), relacio DP/DE entre
estomatos e indice estomdtico em folhas de plantulas de Cattleya loddigesii
‘Tipo’, cultivadas em diferentes ambientes de luz com telas coloridas.
Lavras, MG. 2007.

Trat NE NC DE DP EES M EEI NF  DP/DE IE

CVV  937a 8088a 31,1a 304a 450a 697a 18a 60b 098a 104a
CVA 804b 7541b 299a 305a 549a 439b 18a 52b 1,02a 102a
Ccv 93,1a 8429a 306a 309a 44,la 629a 19a 7,0b 1,0la 992a
SCV.  954a 7678b 258b 283b 522a 484b 19a 70b 1,10a 10,8a
SCA 725b 7143b 30,0a 292b 450a 500b 17,1a 56b 098a 9,17a
SC 94,7a 857,7a 269b 27,1b 47,7a 559b 19,8a 134a 1,0la 997a

CV(%) 1359 7,48 6,28 525 14,76 16,23 1642 16,55 7,09 13,79

Meédias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott
Knott, a 5% de probabilidade.

Dignart (2006) registrou maiores densidades de estomatos, em Cattleya
walkeriana, em sala de crescimento sem sombrite e com cobertura vermelha, e
em casa de vegetacdo sem cobertura e menores densidades em plantulas
cultivadas sob cobertura azul, tanto em casa de vegetacdo como em sala de
crescimento. Para crisantemo (Dendranthema grandliflora cv. Rage), Tavares
(2006) observou maiores densidades de estdmatos em casa de vegetacdo,
seguida de casa de vegetacdo com sombrite vermelho, que ndo diferiram entre si,
estatisticamente. As menores densidades foram verificadas em sala de
crescimento, casa de vegetagdo com sombrite azul e preto.

Contudo, sabe-se que a andlise da densidade estomadtica, por si s6, ndo é
um pardmetro preciso para afirmar a adaptabilidade anatomica de espécies

cultivadas in vitro a aclimatizacdo (Rocha, 2005). Um bom indicativo de

67



funcionalidade estomética é o formato das células guarda em conjunto € um bom
pardmetro de avaliac@o € a relacdo entre didmetro polar e didmetro equatorial
dos estomatos. De acordo com Khan et al. (2002), a forma eliptica &
caracteristica de estdomatos funcionais, enquanto a forma arredondada,
freqiientemente, € associada a estdmatos que ndao apresentam funcionamento
normal. Segundo Rocha (2005), quanto maior for a relacio diametro
polar/diametro equatorial (DP/DE), mais elipsdide é o formato do estdmato,
portanto, maior funcionalidade ele deve apresentar.

Quanto aos diadmetros polar e equatorial, foram observados melhores
resultados nos tratamentos de casa de vegetacdo com e sem prote¢do, nao
diferindo entre si significativamente; o tratamento sob luz artificial (SC)
apresentou resultado semelhante aos tratamentos anteriormente citados para o
didmetro equatorial (Tabela 6). Dignart (2006) observou que o cultivo em casa
de vegetacdo com sombrite vermelho mostrou-se mais eficiente, quanto aos
didmetros polar e equatorial, em estomatos de folhas de Cattleya walkeriana
cultivadas in vitro. Tavares (2006) registrou melhores respostas quanto aos
diametros polar e equatorial, em crisintemo, nos tratamentos de casa de
vegetacdo e CV com telas coloridas, resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo.

Maior nimero de células foi registrado quando as plantulas foram
cultivadas em sala de crescimento sem sombrite, casa de vegetacdao sem protecao
e com sombrite vermelho (Tabela 6).

Nao foram observadas diferencas significativas entre os diferentes
tratamentos para espessura das epidermes superior e inferior; ja a espessura do
mesofilo foi maior em casa de vegetacio sem sombrite € com sombrite
vermelho; os demais tratamentos tiveram resultados inferiores (Tabela 6). Estes
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Schuerger et al. (1997), que

também nao observaram diferencas significativas para espessura das epidermes
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em pimentdo (Capsicum annum) e afirmaram que o mesofilo é mais eficiente
nas respostas de alteracOes espectrais.

Lee et al. (1988) atribuiram a altas intensidades de luz o aumento no
tamanho das células do mesofilo, a maior espessura da folha, bem como a
compactagdo celular mais pronunciada, em folhas cultivadas de Liquidambar.
Os autores afirmam, ainda, que baixas intensidades luminosas reduzem a divisao
celular, resultando em reduzida drea foliar, produzindo folhas mais delgadas.

Os resultados encontrados para a espessura do mesofilo evidenciam a
importincia da influéncia da intensidade de luz sobre as caracteristicas desse
tecido foliar, como j4 relatado por diversos autores (Deccetti, 2004; Rocha,
2005; Serret et al., 1997). E diferem de outros obtidos por tratamentos de
alteracdes espectrais, pois, na maioria dos casos, observa-se reducdo da
espessura foliar sob radiacdo vermelha (Cui et al., 1991; Saebo et al., 1995;
Schuerger et al., 1997). Quanto maior o espessamento do mesofilo, maior a
eficiéncia da fotossintese, entretanto, exposi¢do a elevadas densidades de fluxo
de fétons fotossintéticos pode levar a danos por fotoinibicdo e fotoxidagdo do
aparato fotossintético.

O numero de feixes vasculares foi maior em plantulas cultivadas em sala
de crescimento sem utilizacdo das malhas coloridas (Tabela 6). Os tratamentos
em sala de crescimento com sombrites e os de casa de vegetacdo, independente
da cobertura com sombrites coloridos, tiveram resultados inferiores.

Analisando-se a relacio DP/DE (Tabela 6), artificio utilizado para se
medir a funcionalidade estomadtica, verifica-se que ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos. Diante disso, conclui-se que a condi¢cdo de
luz natural (CV sem prote¢do) é capaz de proporcionar elevada densidade
estomdtica, com boa funcionalidade dos estomatos, contribuindo para que as

plantulas sejam mais facilmente adaptadas a condi¢cdo heterotréfica. De forma
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similar, ndo foram verificadas diferencas significativas dos tratamentos para o
indice estomético.

As alteracdes promovidas pelo ambiente podem tornar a folha mais
semelhante aquela encontrada em ambiente natural, podendo evidenciar maior
capacidade fotossintética, por meio de maior diferenciacdo dos tecidos

clorofilianos.

4 CONCLUSOES

O ambiente de cultivo promove alteracdes anatdmicas e fitotécnicas em
Cattleya loddigesii ‘“Tipo’, durante o cultivo in vitro.
O cultivo em casa de vegetacdo (luz natural) promove uma superficie

foliar anatomicamente adaptada a fase de aclimatizacdo.

5. CONSIDERA COES FINAIS

Com o objetivo de otimizar o crecimento in vitro de Cattleya loddigesii
“Tipo’ recomenda-se a adicio de 15 g L™ de sacarose em meio de cultura WPM
sem nitrato de célcio e cultivo dos frascos em casa de vegetacdo (luz natural).

A utilizacdo de 4cido giberélico, para essa espécie, ndo é recomendada,
pois esse fitorregulador interfere negativamente no desenvolvimento do sistema
radicular e no actimulo de biomassa.

O uso de telas coloridas promove altera¢des morfoldgicas e anatdmicas
em plantulas de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ cultivadas in vitro.

A alteragdo na anatomia das folhas indica uma adaptacdo da planta ao
ambiente de cultivo.

A qualidade de luz ndo pode ser analisada independentemente da

intensidade da radiacao.

70



Os resultados deste estudo indicam novas possibilidades para
micropropagacdo de Cattleya loddigesii ‘Tipo’ e podem ser considerados como
ponto de partida para novas pesquisas de protocolos envolvendo:

- fontes de nitrogénio de ficil aquisi¢do em substituicdo ao nitrato de
amonio e nitrato de potassio, cuja comercializacio € controlada pelo exército;

- ambiente de cultivo in vitro utilizando luz natural, com o objetivo de
reduzir custos e melhorar a qualidade das mudas produzidas;

- estudos de sazonalidade devem ser conduzidos para aperfeicoar o uso

da micropropagagdo sob luz natural.
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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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