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RESUMO

REGHIN, Jaqueline R. B., D.S., Universidade Estadual de Maringa, maio de
2008. Cultivo in vitro e aclimatizagcao de plantulas de trés espécies de
orquideas. Orientador: Prof. Dr. Ismar Sebastido Moscheta.

A maioria das orquideas tropicais pode ser cultivada assimbioticamente na
presenca de sais minerais e sacarose. Dependendo da espécie e da fase de
desenvolvimento dos embribes e plantulas, alguns suplementos podem ser
adicionados as formulagdes nutritivas originais, incrementando o
desenvolvimento dos individuos. Esse trabalho justifica-se por otimizar
métodos de producdo para obtencdo de mudas vigorosas e sadias de
Bifrenaria tyrianthina, Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor, visando reducao
do tempo de cultivo e dos custos de producdo para o mercado consumidor;
tendo como objetivos: estabelecer meios de cultura, suplementados com
aditivos indeterminados (agua de coco, polpa de banana e carvao ativado) ou
determinados (peptona e micronutrientes) para o crescimento in vitro e avaliar
0 uso de substratos alternativos ao p6-de-xaxim, tais como o bagacgo de cana-
de-acUcar, p6-de-coco e carvao vegetal, para aclimatizacdo das plantulas, na
tentativa de diminuir os custos com a producdo das mesmas. Assim, para a
espécie Bifrenaria tyrianthina, foram analisados os efeitos de alguns
suplementos (carvao ativado, micronutrientes e peptona de carne) sobre a
organogénese das plantulas, de modo a compor quatro tratamentos distintos,
incluindo as culturas-controle. As culturas permaneceram por nove meses sob
iluminacdo fluorescente branca e Grolux, em exposicdo continua e com
fotoperiodo de 14h, em temperatura de 25 £+ 3°C. Também se propds verificar a
aclimatizacdo da mesma no substrato composto de bagaco de cana triturado e
carbonizado juntamente com casca de coco moida. As analises revelaram que,
para a germinacdo de B. tyrianthina, a auséncia de iluminacao foi ideal em
todos os tipos de tratamentos. Quanto ao desenvolvimento das plantulas, o
meio Knudson adicionado de carvao sob iluminacao continua branca mostrou-
se o melhor. A aclimatizacdo com bagaco de cana-de-agucar e pé-de-coco néo

surtiu resultado, uma vez que as plantulas ndo sobreviveram nas condi¢cées do



experimento. Quanto as espécies Cattleya bicolor e Catasetum fimbriatum, a
formulagdo original C de Knudson foi acrescentada agua de coco, carvéo
ativado, polpa de banana, micronutrientes ou peptona de carne, de modo a
compor seis tratamentos distintos, incluindo as culturas-controle. Foram usadas
plantulas com 1 cm de altura, permanecendo as culturas por oito meses sob
iluminacdo fluorescente branca continua e temperatura de 25 + 3°C. As
analises revelaram que para Cattleya bicolor, o tratamento Knudson basico
promoveu a melhor mediana, quanto ao indice de crescimento, o que significa
maior numero de folhas e raizes em relagdo aos demais meios. Para
aclimatizacdo, os substratos po-de-xaxim e po-de-coco sao recomendados por
produzirem melhores resultados quando as plantulas forem provenientes do
meio Knudson suplementado com polpa de banana. Para o crescimento de
Catasetum fimbriatum, a adicdo de banana ao meio de cultura Knudson tornou-
se mais eficiente e na aclimatizacdo ndo foi constatado formacdo de brotos

laterais em relacdo aos substratos p6-de-coco e po-de-xaxim.

Palavras-chave: Bifrenaria, Cattleya, Catasetum, cultivo assimbidtico, aclimatacao,

substrato alternativo.



ABSTRACT

REGHIN, Jaqueline R. B., D.S., Universidade Estadual de Maringa, May 2008.
Culture and in vitro acclimatization of seedlings of three species of
orchids. Adviser: Dr. Ismar Sebastido Moscheta.

Most tropical orchids may be cultivated a-symbiotically in the presence of
minerals and sucrose. Although depending on the species and development
stage of embryos and plantlets, supplements may be added to the original
nutritional formulations to increase specimen development. Current research is
justified due to optimization production methods to obtain vigorous and healthy
seedlings of Bifrenaria tyrianthina, Catasetum fimbriatum and Cattleya bicolor
and aims to reduce the time of cultivation and production costs for the
consumer market. Research aims to establish methods for a culture
supplemented with indeterminate additives (water, coconut, banana pulp and
activated charcoal) or others (peptone and micronutrients) for in vitro growth. It
also evaluates alternative substrates to “xaxim” powder by sugar-cane bagasse,
coconut powder and vegetal charcoal for plantlets’ acclimatization and thus
decreasing costs in their production. In the case of the species Bifrenaria
tyrianthina, the effects of supplements (activated charcoal, micronutrients and
peptone) on the organogenesis of the plantlets were analyzed to compose 4
distinct treatments, including control. Crops were left for 9 months under white
fluorescent light and Grolux, in continual exposure, with a 14h-photoperiod, at
25 = 3°C. Current research also verified the acclimatization of the same
substrate composed of crushed sugar cane bagasse, and carbonized ground
coconut. Analysis revealed that lack of light was ideal in all types of treatments
for the germination of B. tyrianthina. In the case of plantlets’ development,
Knudson treatment with coal, under continuous white light, proved to be the
best. The acclimatization with bagasse of sugar cane and coconut powder failed
since plantlets did not survive the experiment. In the case of species Cattleya
bicolor and Catasetum fimbriatum, coconut water, activated charcoal, pulp of
banana, micronutrients or peptone meat were added to the original Knudson’s

C formula to compose 6 distinct treatments, including control. One cm-high

Xi



plantlets were used and were left for 8 months under continuous white
fluorescent light, at 25 + 3°C. Analyses showed that in the case of Cattleya
bicolor Knudson basic treatment yielded the best mean growth rate, or rather, a
greater number of leaves and roots when compared to other treatments.
“xaxim” and coconut powder substrates are recommended for acclimatization
since they produce the better results when the seedlings are derived from
Knudson medium banana pulp. Whereas the addition of banana to Knudson
medium for the growth of Catasetum fimbriatum produces more efficiency, the
formation of lateral shoots in acclimatization was lacking when compared to

coconut and “xaxim” powder substrates.

Key words: Bifrenaria, Cattleya, Catasetum, a-symbiotic cultivation, acclimatization,

alternative substrate.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a floricultura é considerada uma atividade econémica de
grande importancia no Agronegdcio nacional e internacional; pela razao do seu
grande valor de producdo e comercializagédo, contribuir para a promocao de
elevado numero de empregos (STEGANI, 2006). Existem espécies de
orquideas que, pela sua raridade, atingem precos acima de U$ 500,00 a
unidade; outras mais comuns tém precos aproximados a U$ 10,00 ou menos
nas floriculturas (ALTAFIN et al., 2005).

Em paises como a Argentina, 0 consumo per capita chega a US$ 25,00
anuais, na Noruega (US$ 137,00), na Alemanha (US$ 98,00), no Japao
(US$ 45,00) e nos Estados Unidos (US$ 50,00) demonstrando assim, boas
perspectivas para a insercdo do produto brasileiro no exterior. Além disso, ha
expectativa de expansdo no mercado brasileiro, visto que o consumo médio per
capita, ainda é baixo (ANEFALOS; GUILHOTO, 2003).

Para Anefalos e Guilhoto (2003), as principais espécies de flores de
corte cultivadas em estufa sdo as orquideas, 0s crisantemos, as rosas e as
gipsofilas, que ocupam a maior area cultivada no Brasil. Dentre as espécies
cultivadas em telado, as orquideas, os anturios, os crisantemos e os lirios tém
maior expressao, em area.

As orquideas sdo consideradas as mais antigas entre as espécies
ornamentais. Dentre as angiospermas, elas certamente compdem o0 maior
agrupamento. Sa8o monocotiledéneas, herbaceas e perenes, podendo ser,
quanto ao habito de crescimento, epifitas, terrestres, rupicolas ou saprofitas,
n&o existindo espécies parasitas (ARAUJO, 2004).

As orquideas podem ser propagadas tanto vegetativamente quanto por
meio de sementes. Naturalmente, as sementes das orquideas germinam
proximo as plantas adultas, tendo cada fruto (capsula carnosa), milhares de
pequenas sementes (SILVA, 1976). Embora produzidas em grande quantidade,
nao possuem endosperma funcional, sendo incapazes de germinar apenas na
presenca de agua (ARAUJO, 2004).



Rao (1977) estima que aproximadamente 5% das sementes de
orquideas possam germinar em ambiente natural. Arditti et al. (1982) salientam
que as espécies de Orchidaceae se associam a fungos micorrizicos, 0 que
possibilita a germinacédo das sementes.

Durante o processo de germinacdo das sementes, os embrides das
orquideas se desenvolvem em protocormos que, ao desenvolverem folhas,
passam a ser denominados de plantulas (MORALES, 2004).

As técnicas de cultura in vitro vém sendo amplamente empregadas na
propagacao de grande numero de espécies no setor de floricultura (ORI, 2006).
Altafin et al. (2005) relatam que as plantas produzidas em laboratério podem
possuir alto vigor fisiolégico, pelos meios de cultura que proporcionam nutricao
balanceada nas fases iniciais de desenvolvimento, ocasionando, assim, o
crescimento acelerado, maior tolerancia as condicbes adversas de meio
ambiente, bem como ao ataque de doencas e pragas. O cultivo in vitro se
realiza em condicdes ambientais de iluminacdo e temperatura controladas
(CARVALHO; VIDAL, 2003).

Em 1922, Lewis Knudson realizou a germinacdo das sementes de
orquideas com um método de cultura asséptica, in vitro, utilizando diversos sais
minerais. A tradicional formula C de Knudson, para tais culturas assimbibéticas
em laboratério, é utilizada ainda hoje (CAMPOS, 2000).

Os meios de cultura sdo constituidos de varios componentes quimicos
(macronutrientes e micronutrientes), em diferentes concentracdes (DIXON, 1985),
ao qual podem ser adicionadas: vitaminas, carboidratos (como fonte de carbono),
reguladores de crescimento, peptona e, empiricamente, os elementos conhecidos
como “suplementos indeterminados”. Estes s&o aditivos diversos, tais como a
agua de coco (endosperma liquido de Cocus nucifera); carvao ativado; polpa de
frutas, em especial, a banana, dentre outros de baixo custo e de facil obtencéo
para os produtores de mudas. A adi¢do de suplementos indeterminados ao meio
de cultura é um fator polémico no que diz respeito ao aspecto fisiologico, pela
indeterminacao de sua composicéo quimica (GONCALVES, 2006), sendo usados
em quantidades e interacfes aleatérias, mas com evidéncias de resultados
positivos (MORALES, 2004; FREITAS; GONCALVES; MILANEZE-GUTIERRE,
2006; GONCALVES, 2006; GONCALVES et al., 2006; MORALES; MILANEZE;
MACHADO, 2006; PRIZAO, 2006; PRIZAO et al., 2006).



Considerando que o Brasil € um pais rico em biodiversidade, portador
de um invejavel banco de germoplasma de espécies de orquideas (SILVA et
al., 2005) e analisando a constante destruicdo da flora nativa; esse trabalho
justifica-se a medida que busca avaliar alguns métodos de producdo em larga
escala para obtencdo de mudas vigorosas e sadias de Bifrenaria tyrianthina,
Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor, visando reducéo do tempo de cultivo
e dos custos de produc¢ao para o mercado consumidor.

Os objetivos do presente estudo foram:

1° - estabelecer meios de cultura suplementados com aditivos
indeterminados (dgua de coco, polpa de banana e carvao ativado) ou
determinados (peptona e micronutrientes) para o0 crescimento in vitro de
Bifrenaria tyrianthina, Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor;

2° - avaliar substratos alternativos ao po-de-xaxim, tais como o bagaco
de cana-de-acucar, pé-de-coco e carvao vegetal, para aclimatizacdo das
plantulas, na tentativa de diminuir os custos com a producéo das mesmas.

Para tanto, consideram-se as seguintes hipéteses, a saber:

a) a adicdo de carvao ativado, peptona e micronutrientes ao meio
basico, formula C de Knudson (1946), podem favorecer o desenvolvimento de
folhas, raizes e gemas em plantulas de Bifrenaria tyrianthina;

b) os diferentes tipos de iluminagdo promovem 0 maior
desenvolvimento in vitro de plantulas de Bifrenaria tyrianthina;

c) o uso do carvao ativado, peptona, micronutrientes, polpa de
banana e 4gua de coco, como suplementos adicionados ao meio basico
(Knudson) podem interferir positivamente no desenvolvimento de raizes, folhas
e gemas das plantulas de Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor, quando
submetidas a iluminacao fluorescente continua;

d) substratos alternativos poderdo substituir adequadamente o p6-de-
xaxim na fase de aclimatizacao das plantulas de orquideas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais das orquideas

As orquideas sdo consideradas as mais antigas entre as espécies
ornamentais e a maior familia entre as monocotiledéneas (ARAUJO, 2004).
Erroneamente conhecidas como “parasitas”, as orquideas podem habitar os
mais diversos ambientes, desde o solo até troncos, galhos ou ramos, sendo
essa Ultima condicdo a mais comum nas florestas tropicais. Portanto, sédo
plantas de hébito epifitico, com diversos graus de tolerancia a iluminacao solar.
As plantas que as sustentam sdo denominadas forofitos (DRESSLER, 1981,
BENZING; OTT; FRIEDMAN, 1982; DISLICH, 1996).

Ha mais de 25 mil espécies descritas (VAZ, KERBAUY, 2000;
CRESCENTI, 2002). Para os autores, o elevado numero de espécies e hibridos
possibilita a ocorréncia de grande variabilidade de formas, tamanhos e cores
de folhas e flores. Tal fator faz com que as orquideas se tornem uma espécie
de grande interesse econdmico e botanico, sendo apreciadas nos mercados
brasileiro e internacional, evidenciando, assim, a potencialidade do Brasil no
cultivo de orquideas (FRAGUAS et al., 2005).

Segundo Pabst e Dungs (1975), as orquideas nativas do Brasil somam
2.300 espécies reunidas em 191 géneros, algumas com distribuicdo geogréafica
bastante restrita.

Em relacdo a morfologia, as flores das orquideas possuem trés sépalas,
uma dorsal e duas laterais; trés pétalas, duas laterais e uma modificada, chamada
labelo. A coluna é a estrutura resultante da fusdo dos 6Orgdos masculinos
(estames) e femininos (pistilos). Logo abaixo da antera Unica, na maioria das
espécies, esta a cavidade estigmatica, o orgao receptivo feminino, de superficie
viscosa, onde sdo depositadas as polineas, no momento da polinizacdo. Na
porcdo distal da coluna, encontra-se o ovario que, apdés a fecundacdo se
desenvolve numa capsula carnosa, com dezenas de milhares de minusculas
sementes (CAMPOS, 1996; PAULA; SILVA, 2002). Todavia, ha espécies que

produzem por floracdo, somente flores masculinas ou femininas e, raramente, de



ambos 0s sexos na mesma inflorescéncia, ou flores hermafroditas, como nas
espécies de Catasetum e géneros afins (ALTAFIN et al., 2005).

As raizes apresentam epiderme multisseriada, o velame que é capaz de
absorver agua e sais minerais, oferecer protecdo mecanica e também reduzir a
transpiracdo (BENZING, 1987), que s&o caracteristicas singulares da familia
Orchidaceae. A presenca de cortex parengquimatoso com exoderme e endoderme,
com variados graus de espessamentos nas paredes celulares, completam o padrao
anatémico basico desse 6rgao (MORALES; CARVALHO; MILANEZE, 2002).

Na maioria das orquideas, as folhas se dispdem disticamente no caule,
apresentando venacdo paralela. Em muitas espécies, a Unica folha é
sustentada pelo caule aéreo ou pseudobulbo (DRESSLER, 1981), que auxiliam
na manutencdo do balanco hidrico da planta em situacdes nas quais ha
escassez de agua (BRAGA, 1987). As folhas, de diferentes formas, podem ser
membranosas, coriaceas ou carnosas (BRAGA, 1987).

Apesar de variadas, as formas de crescimento em Orchidaceae se
originam, fundamentalmente, de ramificacdo monopodial (ereto) ou simpodial
(prostrado) (ARAUJO, 2004).

Os frutos sdo capsulas tricarpelares com periodo variavel de
amadurecimento, podendo ocorrer em até 12 meses ou mais (CAMPOS, 1996).
A deiscéncia da capsula madura das orquideas ocorre a partir de duas ou trés
valvas, permitindo, assim, a liberagéo das sementes (ARDITTI et al., 1982).

Uma das caracteristicas comuns a todas as espécies de orquideas ¢é a
producdo de dezenas de milhares de pequenas sementes, em cada fruto
estando entre as de menor tamanho com relacédo as fanerégamas (BENZING,
1981). A maioria possui dimensdes inferiores a 0,3 mm, sendo raras aquelas
com mais de 2 mm (STOUTAMIRE, 1974), mas todas apresentam padréo
constante e sao estruturalmente simples (ARDITTI, 1979; CRUZ, 2006).

AdaptacOes fisiologicas também sdo observadas na familia, sendo
comum a ocorréncia de metabolismo fotossintético do tipo CAM, que aumenta a
eficiéncia na utilizacdo de agua, pormeio da abertura de estbmatos apenas a
noite. Aponta-se a existéncia de um processo fotossintético do tipo C,; entre as
epifitas, ja que esse também economiza agua (BRAGA 1987; OLIVEIRA; SAJO,
1999; DISLICH, 1996).

As orquideas sdo também conhecidas por sua importancia industrial,
em funcdo da extracdo de esséncia de baunilha do fruto das espécies de
Vanilla (JOLY, 1977).



Atualmente, muitas orquideas, em estado silvestre, encontram-se em
extincdo, tendo-se, portanto, a importancia de seu cultivo (MOURA, 1979;
RUSCHI, 1986; LEME; MARIGO, 1993). As espécies escolhidas, para o
desenvolvimento desse trabalho, sdo algumas das mais belas orquideas
nativas do Brasil; em vista disso, apresentam grande interesse sob o0s

aspectos: ecolégico e comercial.

2.2 Descrigao das espécies estudadas

A morfologia das orquideas epifitas, em geral, € basicamente
constituida de um rizoma com gemas laterais e frontais, de pseudobulbos,
folhas, frutos, raizes e sementes (MORAES, 2002).

2.2.1 Bifrenaria tyrianthina

O género Bifrenaria é formado por plantas epifitas ou rupicolas, sendo a
maior parte delas robustas e, em regra, apresentando rizoma curto, exceto
algumas poucas espécies, com ocorréncia na Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais,
Sao Paulo e Rio de Janeiro. Bifrenaria tyrianthina (Loudon) Rchb.f. (Figura 1) é
uma planta rupicola, de crescimento cespitoso, que habita os campos rupestres
de altitude, tanto na Mata Atlantica quanto nos cerrados (CAMPACCI, 2003).

Figura 1 — Bifrenaria tyrianthina.



Esta espécie enraiza-se em substrato de terra humosa, sendo trazida
pelos ventos e misturada com a vegetacdo decomposta, diretamente sobre a
pedra bruta e em pleno sol. Apresenta-se com porte médio, pseudobulbos
grossos, em forma de piramide quadrangular (tetragonados), amarelados com
8 a 10 cm de altura por 4 cm de diametro e encimados por uma unica folha
larga (MACHADO, 2000).

As folhas coridceas apresentam, em média, 30 cm de comprimento por
10 cm de largura, verdes ou amareladas, no dorso com nervuras mais
destacadas entre outras secundarias. A haste floral é ereta, de tamanho
variavel, algumas vezes, mais alta que as folhas, ostentando duas ou trés
flores. As flores estdo entre as maiores do género apresentando até 8 cm de
didametro, mais comuns as formas purpuras. A Bifrenaria apresenta sépala
dorsal cbncava, oboval;, sépalas laterais em parte oblongas, na base com
longos prolongamentos que as inserem no pé da coluna, formando um calcar
muito comprido. As pétalas sdo romboidais ou elipticas, de cor mais clara que a
dos outros segmentos, apresentando, ainda, um labelo com unguiculo na base,
piloso, de cor mais forte e brilhante que os outros segmentos, trilobado, e
calosidade alta no seu centro. A floracdo ocorre durante o verdo e outono no
Brasil (CAMPACCI, 2003).

2.2.2 Catasetum fimbriatum

O género Catasetum foi descrito por Kunth em 1822, comportando
mais de 130 espécies distribuidas, desde a América Central até o Sul do Brasil
e Norte da Argentina, em areas tropicais quentes (MAJEROWICZ et al., 2000;
CATASETUM, 2006).

Catasetum fimbriatum (E. Morren) Lindl. & Paxton € uma planta epifita
que habita principalmente em troncos de palmeiras, podendo ser encontrado
em bosques, ao longo de rios, ou até mesmo em areas desmatadas para
pastagem (THIAGO, 2008).

Para Hoehne (1940), Scaglia (1998), Machado (1998), Oliveira e Sajo
(2001), o C. fimbriatum ¢é uma planta com folhas finas, elipticas, geralmente de
cor verde clara, sempre se apresentando em numero de dois a sete por

pseudobulbo e com uma variacdo de 15 a 35 cm de comprimento, sendo a



nervura central proeminente na face dorsal; os pseudobulbos sdo carnosos
espessados na regido basal. A inflorescéncia surge na base do pseudobulbo,
podendo ser ereta ou pendente, tendo flores de aparéncia cerosa, masculinas,
femininas ou eventualmente hermafroditas (Figuras 2 e 3), podem ser variaveis
no comprimento, apresentando de duas a 28 flores e também possuem sépalas
e pétalas (em numero de trés) verde-amareladas com o labelo no mesmo tom
apresentando muitas fimbrias, as quais ddo nome a espécie. Esta espécie tem
o habito de arremessar as polinias sobre os polinizadores até 2 m de distancia.
Normalmente, sob alta luminosidade produz flores femininas, e habitando em

locais com sombra dao origem a flores masculinas (CATASETUM, 2006).

Figura 3 — Catasetum fimbriatum — flor feminina.



Essas plantas vegetam em segmentos de troncos de arvores velhas,
onde ha presenca de acumulo de material organico em decomposicéo,
expostos, geralmente, a grande radiacdo solar (MACHADO, 1998).

2.2.3 Cattleya bicolor

As espécies de Cattleya e outros géneros da familia sdo muito
utilizadas no mundo inteiro como plantas ornamentais, pela beleza de suas
flores, que lhes conferem consideravel valor econémico (ZANENGA-GODOY;
COSTA, 2003).

O género Cattleya apresenta cerca de 60 espécies de epifitas (PABST;
DUNGS, 1975). A Cattleya bicolor Lindl. (Figura 4) é uma espécie bifoliada que
vegeta em regides de altitude entre 600 e 1.200 m, nativa de Minas Gerais e
Rio de Janeiro; apresenta pseudobulbos, em geral muito delgados e cilindricos
alcancando, as vezes, 1,30 m de altura (CARVALHO, 2006).

Figura 4 — Cattleya bicolor.

A C. bicolor apresenta floracdo no apice dos pseudobulbos, contando
com duas a dez flores de aproximadamente 8 cm de diametro (CATTLEYA,
2006). As sépalas e pétalas exibem colorido verde péalido banhado de castanho
— cobre ou amarelado, e o labelo sem I6bulos laterais na cor purpura —
carmesim (CARVALHO, 2006).



2.3 Meios de cultura para orquideas

As plantas sdo organismos autotréficos que, para seu crescimento e
desenvolvimento, necessitam da energia da luz solar para sintetizar todos os
seus componentes organicos, a partir de diéxido de carbono, agua e elementos
minerais dissolvidos na solucdo do solo (TAIZ; ZEIGER, 2006). No
entendimento de Torres et al. (2001), tais exigéncias sao aplicaveis a cultura in
vitro.

A propagacdao in vitro apresenta vantagens relativas a produgcéo de um
grande numero de mudas em curto espac¢o de tempo, quando comparada com
métodos tradicionais, sendo estas com alta qualidade fitossanitéria
(McKENDRICK, 2000). Uma produgcdo massal de mudas também é muito
interessante, uma vez que, naturalmente, as sementes de orquideas apenas
germinam quando ocorre a interacao simbiotica com certos géneros de fungos.
Na propagacéo, in vitro, as sementes sdo colocadas em condi¢des ideais para
germinar, ndo sendo necesséaria a simbiose com o fungo (ALTAFIN et al.,
2005).

Em 1922, Lewis Knudson relatou que o fungo ndo era necessario para
a germinacdo das sementes de orquideas, caso as mesmas sejam semeadas
em meio de cultura que contenha agar, sais apropriados e agucares. Isto posto,
por meio da tecnologia da germinacdo assimbidtica, milhares de plantulas
poderiam chegar a maturidade, a partir de um unico fruto. Das varias férmulas
nutritivas propostas por Knudson, a mais conhecida é a formula C (Kc), de
1946, que passou a ser utilizada para a germinacdo de sementes e cultivo de
plantulas de varias espécies de orquideas (GRIESBACH, 2002). Foi
evidenciado anteriormente por Arditti et al. (1982) que, para a maioria das
orquideas como as Cattleya, Cymbidium, Oncidium, Laelia, Vanda, entre outros
géneros com espécies apreciadas por colecionadores e comerciantes, 0 meio
Knudson C pode ser utlizado (na férmula original ou com algumas
modificacdes).

O meio de cultivo desempenha vérias func¢des, pois, ao mesmo tempo
em que serve de suporte fisico para o explante, propicia 0os nutrientes
necessarios a sobrevivéncia da planta (CARVALHO; VIDAL, 2003). Os meios

de cultura sado classificados quanto ao estado fisico, podendo ser liquidos ou
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geleificados, sendo estes os que contém agentes solidificantes, principalmente
agar (cerca de 0,6 a 1%), sendo esse utilizado para a semeadura assimbidtica
de orquideas (TORRES et al., 2001).

Os métodos de cultivo in vitro, embora apresentem alto custo, tém
capacidade produtiva elevada, com resultado seguro, sendo portanto,
preferidos pelos estabelecimentos comerciais (BACH; CASTRO, 2004).

Os meios de cultura para o desenvolvimento de orquideas in vitro, além
dos macronutrientes, micronutrientes e suplementos, podem ser acrescidos de
reguladores do crescimento vegetal pertencentes aos grupos da auxina,
citocinina e da giberelina (ALTAFIN et al., 2005; SOARES et al., 2008a).

Torres et al. (2001) relatam que o meio de cultura é constituido de
componentes essenciais e opcionais. Os essenciais compreendem a agua, 0s
sais inorganicos, a fonte de carbono, as vitaminas e os fitorreguladores.

No cultivo in vitro de orquideas, os compostos organicos, como a agua
de coco e extratos de frutas sdo muito utilizados para estimular o crescimento
de plantulas in vitro (ARDITTI; ERNST, 1993). Esses extratos vegetais podem
afetar o desenvolvimento das plantas pela presenca de varias substancias
como o0s hormbnios vegetais, aminoacidos, peptonas e vitaminas, que se
apresentam de forma indeterminada, podendo alterar a composi¢ao quimica do
meio de cultura (ORI, 2006).

Aos constituintes basicos dos meios de cultura podem ser adicionados,
empiricamente, 0os elementos conhecidos como “suplementos indeterminados”
(GONCALVES, 2006), visando a otimizacdo de determinada resposta do
padrédo de crescimento (TORRES et al., 2001).

Para Goncalves (2006), os suplementos indeterminados, tais como a
agua de coco (endosperma liquido de Cocus nucifera), o carvdo ativado, a polpa
de frutas, em especial, a banana, dentre outros, sao considerados de baixo custo
e de facil obtencdo para os produtores de mudas. Entretanto, tem-se aspecto
polémico em relacdo ao fator fisiologico, pela indeterminacédo de sua composicéo
quimica. Em adicdo, sdo usados em quantidades e interacdes aleatérias, mas
com evidéncias de resultados positivos (MORALES, 2004; FREITAS;
GONCALVES; MILANEZE-GUTIERRE, 2006; GONCALVES, 2006; GONCALVES
et al., 2006; MORALES; MILANEZE; MACHADO, 2006; PRIZAO, 2006; PRIZAO

et al.,, 2006). Em seu experimento com 25 espécies de orquideas, Szendrak
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(1997) revela que os meios complementados com compostos organicos elevam a
taxa de proliferacdo e formagdo dos protocormos mais do que 0S meios
suplementados com glicose.

2.3.1 Carvao ativado

O carvao ativado é o produto resultante da moagem da madeira ap0s
carbonizacdo em alta temperatura, na presenca de vapor, caracterizando-se
por aumentar a area de adsorcao das particulas solidas ou gasosas (TORRES
et al., 2001). Embora ndo consista num regulador de crescimento, tem a
capacidade de modificar o meio nutritivo e, em algumas circunstancias,
melhorar ou regular o crescimento das plantulas in vitro (PAN; STADEN, 1998;
CORREA et al., 2003; SILVA, 2003; ARAUJO, 2004; MORALES, 2004).

O carvao ativado apresenta cargas residuais que sao capazes de
adsorver substancias fenodlicas ou seus produtos da oxidagdo, as quinonas
comumente utilizadas em cultura de tecido; a dosagem de carvao
ativado varia de 0,2 a 3,0% (ERNST, 1975; PIERIK et al., 1988; YAM;
WEATHERHEAD, 1988; HINNEN; PIERIK; BRONSEMA, 1989; MANTOVANI;
FRANCO; VESTENA, 2001; TORRES et al.,, 2001; MORAES, 2003;
ARAUJO, 2004; MORALES, 2004).

No cultivo in vitro, pode ser utilizado tanto o carbono animal quanto o
carbono vegetal, sendo este ultimo, o mais empregado em meios de cultura
(ARDITTI et al., 1982; ARDITTI; ERNST, 1993). O tamanho dos poros do
carvao pode variar. O carvao vegetal ou carbono ativado é caracterizado pela
grande relacdo entre area-peso (até 2000 m?g™) (ARDITTI; ERNST, 1993).

A utilizacdo de carvao de boa qualidade é essencial, conforme
ressaltado por Arditti et al. (1982) e Hinnen, Pierik e Bronsema (1989). Ao
analisarem diferentes graus de pureza do carvao, os Ultimos autores citados
obtiveram aumento significativo no peso fresco de raizes (14%) e folhas (7%),
fazendo uso de carvdo com maior grau de pureza. Tais dados evidenciam a
importancia do grau de pureza do carvao ativado.

Fisicamente, o carvao simula a condicdo de escuro, no qual as raizes,
normalmente, se desenvolvem mais (CORREA et al., 2003; MORAES, 2003;
SILVA, 2003; GUERRA; NODARI, 2006).
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A adicdo de carvao ativado, nos meios de cultura, tem sido um
procedimento adotado por diversos laboratorios (EBERT; TAYLOR; BLAKE,
1993). Conforme Arditti e Ernst (1993), a primeira tentativa de escurecer o
meio de cultura foi realizada por Curtis (1943), para a germinacao de
sementes de uma orquidea americana do género Cypripedium. Por sua
vez, Ernst (1975) adicionou carvao ativado ao meio Knudson, durante o
cultivo de uma espécie e de uma cultivar de Phalaenopsis, resultando,
assim, no aumento substancial na biomassa. Esse autor sugere que o
carvao adsorve o etileno, gas que pode causar a inibicdo do crescimento
e diferenciacdo dos tecidos vegetais.

Segundo Moraes, Faria e Cuquel (2005), o carvao contribui para a
melhoria da qualidade das plantulas de orquidea in vitro e aumenta a
sobrevivéncia apods o transplante; para Miltonia flavescens e Laelia flava,
resultados expressivos foram obtidos com metade da concentracdo do meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2 g L' de carvdo
ativado e para a espécie Oncidium trulliferum, o mesmo meio suplementado
com 1 g L™ de carvéo ativado.

Ao cultivar microinflorescéncias de Oncidium varicosum in Vvitro,
Kerbauy (1984) verificou o desenvolvimento de PLBs (protocorm-like body —
pequenos protocormos axilares), em meios nutritivos, contendo 1 g L™ de
carvao ativado e outros aditivos. Silva (2003), em seu estudo com
Brassiocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow, constatou que o carvao
ativado promove a formagédo de maior niumero de brotos até a concentracéo de
137,5 mgL™ e que crescentes concentracdes de carvédo ativado incorporados
ao meio Knudson influenciaram negativamente a morfogénese de folhas.

Outra funcdo atribuida ao carvao ativado esta relacionada a sua
atuacao como antioxidante (UTINO; CARNEIRO, 2001).

Morales (2004) verificou o efeito das concentragfes do carvao ativado
sobre a formacéo de folhas nas plantulas de Catasetum fimbriatum, indicando
gue o desenvolvimento foi significativamente maior naguelas mantidas em meio
de cultura contendo 5,0 g L™ deste suplemento. Além disso, Prizdo (2006)
verificou que além de promover o escurecimento do meio de cultura, o carvédo
ativado esteve relacionado com resultados significativos quanto ao crescimento

das raizes das plantulas de Cattleya bicolor e de um hibrido secundario obtido
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do cruzamento de espécies de Brassavola, Cattleya, Laelia (BLC) de nome
fantasia ‘Pastoral Inocence’ — ‘BLC Pastoral Inocence’, na concentracdo de
30gL'e459gL? respectivamente.

2.3.2 Micronutrientes

Os elementos minerais essenciais sao comumente classificados como
macronutrientes e micronutrientes, dependendo da quantidade relativa exigida
(MORAES, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os meios de cultura incluem na sua
composicao, os elementos essenciais para o crescimento da planta in vivo, os
quais tém papel fisioldgico distinto no metabolismo da planta (TORRES et al.,
2001; EMBRAPA, 2006).

Os micronutrientes também séo exigidos em algumas etapas do ciclo
vegetativo e reprodutivo das plantas, sendo necessarios para o seu completo
desenvolvimento (TORRES et al., 2001; MORAES, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2006;
BORTONE, 2006).

Os micronutrientes sao elementos quimicos essenciais para o
crescimento, com exigéncia em quantidades reduzidas na planta. Os
micronutrientes essenciais nas plantas estéao relacionados ao manganés, ferro,
boro, molibdénio, cobre, cloro e zinco (YAM; WEATHERHEAD, 1988; TORRES
et al., 2001; BORTONE, 2006).

Pasqual (2001) ressalta que o crescimento de células e a morfogénese
de algumas espécies podem ser promovidos pelo aumento do nivel de
micronutrientes, além do recomendado na formulagdo MS.

O manganés (Mn) é considerado um dos mais importantes
micronutrientes do meio e cultura e frequentemente utilizado (ARDITTI,
ERNST, 1993). Adicionado como sulfato de manganés (MnSO,4.H,0), tem a
funcdo de definir a estrutura das proteinas envolvidas na respiracdo e
fotossintese (TORRES et al., 2001). O manganés atua como parte do sistema
enzimatico, agindo diretamente na fotossintese e contribuindo para a sintese
de clorofila; aumentando, assim, a disponibilidade de calcio e fdsforo,
acelerando a germinacao das sementes, a maturagéo dos tecidos vegetais e a

ativacdo de varias reacdes metabdlicas (BORTONE, 2006).
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Um dos micronutrientes mais exigidos pelas orquideas é o ferro (Fe),
principalmente por espécies de Laelia das regifes ferriferas de Minas Gerais;
as orquideas se desenvolvem muito bem em substrato rico em ferro, razéo do
sucesso do xaxim no seu cultivo (BORTONE, 2006). Para este autor, o ferro é
absorvido pela planta na forma de cation bivalente, constituindo-se num
elemento pouco translocavel dentro da planta, razdo pela qual os sintomas da
falta de Fe surgem, primeiramente, nas folhas mais novas. No meio de cultura,
o ferro é adicionado na forma de Fe-EDTA, quelato constituido pelo complexo
de FeSO, e Na,EDTA. Nas plantas, participa das reacdes de oxirreducdo nos
cloroplastos, nas mitocondrias e nos peroxisomos, sendo efetivo na sintese de
clorofila, na fixagdo do nitrogénio e respiragao celular (TORRES et al., 2001). A
presenca de ferro é particularmente importante para a formacao de brotacéo e
raizes (PASQUAL, 2001).

O boro (B), por sua vez, € um micronutriente aplicado na forma de
acido bérico (H3BO3), conforme encontrado no solo, sendo utilizado como fonte
do elemento em cultura de tecidos com concentracfes variaveis (PASQUAL,
2001). Esse elemento esta envolvido na biossintese de lignina e giberelinas, no
metabolismo de carboidratos e acidos nucléicos, sendo considerado de suma
importancia na germinacao de graos de polen e crescimento do tubo polinico;
importante na multiplicacdo e no crescimento das células (FAVARIN, 2004;
GUIRRA, 2004; BORTONE, 2006). A deficiéncia de boro resulta em reducao na
sintese de citocinina, devendo ser requerido somente em pequenas quantias,
uma vez que pode ser extremamente toxico para a maioria das plantas, quando
em altos niveis (ARDITTI; ERNST, 1993). Pasqual (2001) salienta, ainda, que
as plantas com deficiéncia de B apresentam o sistema radicular reduzido.

Ja o molibdénio é adicionado aos meios de cultura na forma de
molibdato de sédio (Na,MoQ,), sendo um componente de varias enzimas e co-
fator da redutase do nitrato e da nitrogenase (TORRES et al., 2001; PASQUAL,
2001). A elevacdo do pH provoca, pela dessorcdo do molibdato, aumento na
disponibilidade de molibdénio as plantas. O molibdénio tem média mobilidade
no floema, e sua absorcdo se da, predominantemente, na forma de MoO,?,
sendo favorecida pelo aumento de H,PO, na solu¢cdo do solo (MOREIRA,
2004).
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De acordo com Pasqual (2001) e Arditti e Ernst (1993), a maioria dos
meios de cultura inclue cobre (Cu®*"), o qual é adicionado na forma de sulfato
de cobre (CuS0O,4.5H,0), embora, ocasionalmente, sejam empregados cloreto
de cobre ou nitrato de cobre. Normalmente, é utilizado pela planta como
catalisador de varias reacdes vitais, além de ser importante no processo de
formac&o da molécula de clorofila (BORTONE, 2006). E constituinte da enzima
plastocianina que € um componente necessario para o transporte eletronico.
Vérias enzimas que participam da oxidacdo e hidroxidacdo de compostos
fendlicos sado dependentes de cobre (TORRES et al., 2001)

Outro micronutriente essencial, segundo Pasqual (2001) e Torres et al.
(2001) € o zinco (Zn); h& estreita relacdo entre o teor de zinco da planta e seu
contetdo de auxina, constituindo-se num fator relevante para a biossintese das
auxinas. O zinco é utilizado como sulfato de zinco (ZnS0O4.7H,0) participando
de reacdes de oxirreducao das plantas (BORTONE, 2006).

Em estudo desenvolvido por Stancato e Faria (1996), constatou-se a
importancia dos micronutrientes no cultivo in vitro de Laelia cinnabarina, pois a
diminuicdo dos mesmos acarreta numa reducéao do crescimento da plantula, o
gue minimiza o acumulo de massa seca.

Pasqual (2001) evidenciou que o crescimento de células e a
morfogénese de algumas espécies podem ser promovidos pelo aumento do
nivel de micronutrientes, além do recomendado pelo meio MS. Por exemplo, a
inducdo e manutencao de calos e crescimento de células em suspenséo, de
espécies florestais, foram maiores com a concentra¢do cinco vezes maior que
a solicitada na solugcdo do meio MS; ja em soja, houve maior inducdo de
brotacdo adventicias, a partir de calos, na presenca de quatro vezes a
concentracdo do meio MS; e a embriogénese em calos de anteras de Hevea
brasiliensis foi induzida mais efetivamente dobrando a concentragcdo de

micronutrientes do meio MS.

2.3.3 Peptona

A peptona é um produto a base de proteina parcialmente hidrolisada,
constituindo-se numa importante fonte de aminoacidos, sendo muito
aproveitada em ensaios microbiolégicos (TORRES et al., 2001; MORALES,
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2004). Proteinas hidrolisadas por acidos ou enzimas e desdobradas em
moléculas menores apresentam mais baixo custo que os aminoacidos; embora
se constituam em fonte de substancias capazes de promover o crescimento
(PASQUAL, 2001). Entretanto, Guerra e Nodari (2006) destacam o fato de que
0 uso da peptona em meios de cultura para vegetais tem sido pouco difundido.

Segundo Arditti et al. (1982), a peptona é um suplemento organico que
contém significativas concentracdes de diversos tipos de aminoacidos, tais
como a arginina, o acido aspartico e glutamico, a leucina, a lisina e glicina; este
altimo aminoacido esta presente na formulacdo do meio de cultura, que para
Murashige e Skoog (1962) é indispensavel ao desenvolvimento dos tecidos
vegetais in vitro.

A concentracdo de 1 g L™ de peptona foi utilizada, apresentando
resultados significativos, como suplemento para o cultivo de orquideas, na
germinacdo de sementes e desenvolvimento das plantulas nos meios de
cultura por Kerbauy (1984), Kraus e Monteiro (1989), Kerbauy e Estelita (1996),
Chen e Chang (2000), Chen, Chen e Chang (2002), Morales (2004) e
Goncalves (2006), tendo o primeiro autor relatado que, nos meios nutritivos
com peptona, os apices de raizes de um hibrido de Catasetum formaram calos
verdes-escuros e alguns formaram PLBs.

Ja Mathews e Rao (1980) utilizaram 1,2 g L™, enquanto que Park,
Murthy e Paek (2003) e Hinnen, Pierik e Bronsema (1989) adicionaram apenas
0,3 g L™ de peptona aos meios nutritivos, Roy e Banerjee (2002) adicionaram 2

g L' em seus experimentos.
2.3.4 Agua de coco

A agua de coco é o endosperma extraido de frutos de Cocos nucifera.
Arditti et al. (1982) afirmam que a 4gua de coco (as vezes chamada de leite de
coco), proveniente de frutos verdes pode contribuir para incrementar o
desenvolvimento de células, tecidos e 6rgaos de plantulas in vitro. O efeito
estimulante da agua de coco pode ser explicado pelo fato de este aditivo ser
rico em glicose e frutose, sais minerais, mio-inositol, citocininas, bem como
nucleotideos e outros compostos organicos (LEDO; LAMEIRA; BENBADIS,

2002), evidenciado anteriormente por Arditti e Ernst (1993). A agua de coco
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tem proporcionado inUmeros resultados positivos nas concentracdes de 10 a
20% (PASQUAL, 2001) e muitos laboratdrios o empreguam para estimular o
crescimento dos explantes (TORRES et al., 2001).

Em 1948, Capplin e Steward constataram o potencial significativo da
agua de coco, na inducao da divisao celular em tecidos diferenciados. Isso se
deve, provavelmente, a composi¢cdo deste endosperma liquido, que contém
ampla gama de compostos organicos e inorganicos (KRIKORIAN, 1991).

Kerbauy (1984) e Morales (2004) ressaltam que a agua de coco se
constitui num suplemento que vem sendo utilizado em muitas espécies in vitro.
Entre os compostos importantes encontrados na dgua de coco, encontra-se o
mio-inositol e citocininas, bem como nucleotideos e outros compostos
organicos (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998).

Segundo Morales (2004), a agua de coco influenciou positivamente a
formacdo de folhas de Encyclia randii, quando adicionada ao meio Kc.

Estudos feitos por Lakshmanan, Loh e Goh (1995) revelam que a
adicdo de 20% de agua de coco, a formulagédo nutritiva Vacin e Went — VW
(1949) proporcionou a formacdo de cinco vezes mais grupos de PLBs, nas
plantulas do hibrido Aranda deborah.

Para estimular a organogénese, na germinagcdo assimbidtica de
culturas in vitro de Encyclia randii, foi recomendada a adicdo de 4gua de coco
ao meio de cultura Kc; pois nas culturas mantidas com luz continua reduz a
mortalidade dos protocormos, induz também a formac&do de maior nimero de
plantulas com maior niamero de folhas; somente a indugdo de raizes nas
plantulas de E. randii ndo foi estimulada no meio KC contendo agua de coco;
nas culturas mantidas com fotoperiodo de 14h, o efeito positivo da adicdo de
agua de coco foi verificado apenas na reducdo da mortalidade de protocormos
(GONCALVES, 2006).

2.3.5 Banana

A polpa de banana é muito utilizada para suplementar as formulacdes
nutritivas para o cultivo de orquideas in vitro, podendo ser feita de frutos de
banana verdes ou maduros, com diferentes efeitos, dependendo do cultivo e da
quantidade utilizada (TORRES et al., 2001).
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Ha relatos da utilizacdo da polpa da banana na germinacdo de
sementes Cymbidiium, Dendrobium, Paphiopedilum e Phalaenopsis (ARDITTI;
ERNST, 1993). Em 1975, Ernst adicionou 10% de banana madura ao meio
Knudson C e obteve, como resultado, o aumento triplicado do peso fresco e
seco de uma cultivar de Phalaenopsis.

Experimentos subsequentes confirmam que a adicdo da polpa de
banana no meio de cultura aumenta o niumero de plantulas obtidas, a partir de
explantes in vitro (ARDITTI; ERNST, 1993). De acordo com Arditti (1982) e
Caldas, Haridasan e Ferreira (1998), experimentos desenvolvidos in vitro tém
demonstrado que a polpa da banana € o melhor suplemento para a
diferenciacéo de orgdos e promotor do crescimento de raizes e folhas; além
disso, em algumas espécies de orquideas epifitas, o crescimento das raizes foi
superior ao crescimento da parte aérea; como verificado por Stancato, Abreu e
Furlani (2008) para a espécie Laelia tenebrosa.

Arditti e Ernst (1993) confirmaram que a adicao de polpa de banana
aumentou o numero de brotos no cultivo de plantula de orquidea in vitro. Torres
et al. (2001) afirmam que a adicdo de polpa de banana promove diferentes
efeitos no cultivo in vitro, tais como espessamento do sistema radicular,
desenvolvimento da parte aérea, emissao de brotos adventicios. Silva (2003) e
Silva et al. (2005) comprovam que as concentracbes de polpa de banana
incorporadas ao meio Knudson influenciaram o desenvolvimento da orquidea
Brassiocattleya Pastoral x Laeliocattleya Amber Glow de maneira significativa,
ocorrendo maior nimero de brotos com a adicdo de 75 g L™ de polpa de
banana e na concentracéo de 100 g L™ promoveu maior comprimento médio do
sistema radicular e peso da matéria fresca da plantula, provavelmente, pelos
elementos existentes na composicdo da polpa de banana que estimularam a
multiplicacdo in vitro da plantula. Apds essa concentragdo, observa-se efeito
negativo, pois a polpa passa a inibir os brotos.

Entretanto, nas culturas de Paphiopedilum ciliolare, observou-se
reducao significativa da germinacéo das sementes (PIERIK et al., 1988). Yam e
Weatherhead (1988) também observaram a ocorréncia de inibicdo da
germinacao de varias espécies de orquideas de Hong Kong, apos a utilizagdo
do meio Knudson C suplementado com 10% de banana. Todavia, este

suplemento incrementou o desenvolvimento das plantulas.
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A adic&o de polpa de banana (90 g L) ao meio Kc foi eficiente para a
organogénese de Encyclia randii, enquanto que para Laelia purpurata
determinou significante mortalidade dos explantes, podendo, assim, ser
considerado como aditivo que inibe a organogénese em L. purpurata
(GONCALVES, 2006).

2.4 lluminagao e temperatura

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

Sado vérias as pesquisas referentes as diferenciacdes estruturais e
fisiologicas (plasticidades fenotipicas) entre plantas desenvolvidas em
ambientes com luz abundante, seja ela natural ou artificial, e aguelas expostas
a ambientes sombreados (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Segundo Arditti e Ernst (1993), diversos aspectos da luz sédo de
extrema relevancia para a micropropagacdo de orquideas: presenca ou
auséncia de luz, duracdo (fotoperiodo), intensidade (niveis de energia),
qualidade (cor) e fonte (natural, fluorescente, incandescente).

Conforme Pasqual (2001), a influéncia da luz pode ser direta ou
indireta: a influéncia direta constitui-se pela acdo das ondas eletromagnéticas
sobre o tecido que ja esta crescendo in vitro; a indireta se da por meio da
influéncia da luz sobre a planta-mde de onde os explantes foram retirados.
Algumas vezes, as divisfes iniciais das células de explantes e o crescimento
de calos podem ser inibidos pela luz, embora geralmente a luz seja requerida
para obtencdo de oOtimos resultados quanto ao crescimento in vitro de tecidos
diferenciados.

Ainda, de acordo com Pasqual (2001), as lampadas fluorescentes séo
utilizadas quase universalmente para fornecer iluminagdo para as culturas in
vitro, tendo a vantagem de proporcionar iluminagdo sem gerar muito calor. As

lampadas incadescentes sdo, as vezes, utilizadas para complementar a luz
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fluorescente, em relacdo ao espectro do vermelho, mas isso nem sempre é
desejavel. As salas de crescimento para micropropaga¢do sdo equipadas com
lampadas de luz branca fria, Grolux, ou ambas.

O periodo de exposicao diaria a luz, ou fotoperiodo, é necessario para
o crescimento e desenvolvimento in vitro. As condicbes de luminosidade
podem variar desde o escuro total, especialmente no inicio do cultivo, até uma
faixa de 100 a 110 mmol m? s™, com um fotoperiodo de 12 a 16h (WILLADINO;
CAMARA, 2006).

Torres et al. (2001) e Erig e Schuch (2005) buscaram determinar um
possivel tipo mais ativo de luz que a luz branca, de forma a aumentar a
eficiéncia da multiplicacéo in vitro de framboeseira (Rubus idaeus) ‘Batum’
Assim, testaram cinco diferentes tipos de luz: branca (controle), vermelha,
amarela, azul e verde e observaram que a multiplicacdo € aumentada com a
luz verde, embora, a luz branca seja a mais utilizada na cultura de tecidos.
Entretanto, no desenvolvimento in vitro de Chamomilla recutita (L.)
RAUSCHERT, o tratamento com Iluz vermelha proporcionou maior
desenvolvimento das plantas quando comparado com a luz verde, azul e
branca (AFONSO et al., 2003).

Zeigler, Sheehan e Poole (1967), ao testar trés tipos de fotoperiodos,
ou seja, 12, 16 e 20h em plantas de Cattleya ‘Enid’ alba x Laelia anceps var.
veitchiana, constataram aumento no crescimento das plantulas de acordo com
0 aumento do comprimento do fotoperiodo.

Embora a condicdo padréo para a maioria dos cultivos realizados em
laboratério seja em fotoperiodo de 16h, Pasqual et al. (2003) observaram que
embrides imaturos oriundos de tangerineira Ponca x laranjeira Péra, cultivados
em regime de 16h de luz continua, ndo proporcionaram bons resultados em
termos de altura e peso da matéria fresca da parte aérea das plantulas, e peso
da matéria fresca de raizes; enquanto que os fotoperiodos de 8, 10, 12, 14, 18
e 24h proporcionaram melhor desenvolvimento dos embrides.

Com relacdo a temperatura nas salas de incubag¢do ou crescimento,
em geral, pode-se dizer que esta deve ser mantida na faixa dos 25 + 2°C. A
maioria das culturas desenvolve-se bem na faixa de 20 a 27°C (WILLADINO;
CAMARA, 2006). Espécies tropicais e subtropicais, em muitos laboratorios, séo

mantidas em temperatura pouco mais elevadas (em torno de 27°C e 29°C), que
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as de clima temperado, que sdo mantidas a 20°C e 22°C (TORRES et al.,
2001). O estudo realizado por Rannback (2007) aponta a temperatura ideal
para crescimento in vitro de plantulas de Cypripedium spp, espécie de clima
temperado, como sendo ao redor de 20°C, confirmando os estudos ja

realizados.

2.5 Aclimatizagao de plantas obtidas por reproducgao in vitro

A aclimatizacdo ou aclimatacéo € definida como a adaptacao climatica
de um organismo, especialmente, uma planta, quando transferida para um
novo ambiente, sendo esse processo realizado artificialmente (MORAES,
CAVALCANTE; FARIA, 2002).

O processo de aclimatizagcdo consiste em retirar as plantulas da
condicdo in vitro (solucdo nutritiva rica em nutrientes, em ambiente
parcialmente controlado, isento de microrganismos e com alta disponibilidade
de 4gua) e transferi-las para a condicdo ex vitro (casa-de-vegetacao, onde ha
alteracbes de temperatura e umidade, baixa disponibilidade de agua e
nutrientes, ambiente com a presenca de varios microrganismos), sendo
necessario o desenvolvimento de novas folhas com o processo fotossintético e
estbmatos funcionais, e novas raizes para fixacdo e absorcdo de nutrientes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990; PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001;
HAZARICA, 2003; CARVALHO; ROCHA, 2006).

As mudas propagadas in vitro devem ser adaptadas as condi¢des onde
estardo no futuro, e para isto se torna necessaria a utilizacdo de ambientes
semiclimatizados, buscando fornecer umidade e luminosidade adequadas para
que se desenvolvam com vigor (DEBERGH, 1991; ALTAFIN et al., 2005);
esses autores sugerem que quando as mudas saem do laboratério e séo
levadas para as estufas semiclimatizadas, devem ser protegidas da luz solar
direta, fazendo uso de sombrites que deixam passar entre 80-50% da
irradiacdo solar, devendo ter alta umidade relativa do ar (minimo de 85%), e
temperaturas amenas, entre 15 a 25°C.

A baixa luminosidade e alta umidade relativa nos frascos de cultura in

vitro dificultam o estabelecimento de condi¢cdes autotréficas normais para
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algumas espécies, quando transferidas para aclimatizacdo (PEDROTTI;
VOLTOLINI, 2001).

Segundo Pio et al. (2002), a obtencdo de uma plantula com um sistema
radicular bem desenvolvido € de grande importancia para a sua sobrevivéncia
e crescimento em novas condicfes ambientais, como as proporcionadas na

aclimatizagao.

2.6 Substratos

A utilizacdo de substratos que propiciem boas condicdes para o
desenvolvimento vegetativo de orquideas faz-se necessério, frente a proibigdo
dos produtos derivados do xaxim — Dicksonia sellowiana (MORAES,
CAVALCANTE; FARIA, 2002; LIMA et al., 2007); um substrato de boa
qualidade deve ser estéril, inodoro, rico em nutrientes, com baixa densidade,
elevado CTC (capacidade de troca de céations do solo), boa capacidade de
retencdo hidrica, boa aeracé@o e drenagem (GONCALVES, 1992).

A escolha adequada de um substrato deve levar em conta fatores de
ordem econbémica, quimica e fisica do material (MAYER, 2006).

Durante a fase de aclimatizagdo das orquideas, torna-se necessaria a
utiizacdo de substratos que permitam o estabelecimento vegetativo das
plantulas obtidas in vitro (COLOMBO et al., 2005). Aradjo (2004) aponta a
utilizacdo de diferentes tipos de substrato, dependendo da espécie a ser
cultivada. No cultivo de plantas ornamentais, incluindo as orquideas, o
substrato ideal deve estar disponivel em grande quantidade, ser de fécil
manuseio e de custo reduzido.

As orquideas necessitam de agua e umidade, mas nunca em excesso.
Assim sendo, devem ser plantadas em material poroso que receba a agua da
rega, mas que horas depois, ndo esteja ainda encharcado (SILVA, 1976).
Ainda, para o autor, existem substratos alternativos ao xaxim que podem ser
empregados para o cultivo de orquideas: raizes de Polypodium (espécie de
samambaia), Osmunda regalis (samambaia-real), casca de barbatimao
(Stryphnodendron barbatiman Mart.), casca de pinheiro (Araucaria angustifolia)

e argila expandida.
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Para Oncidium baueri, o substrato alternativo mais adequado foi a
vermiculita, promovendo 22,34 cm de altura com um bulbo de 6,11 cm de altura
por 1,8 cm de largura e para Maxillaria picta foram a vermiculita + carvéo
vegetal (1:1 v v*') promoveu 18,66 cm no comprimento da folha com 1,84 cm
de largura, sendo os bulbos de 4,43 cm de altura por 3,15 cm de largura e
vermiculita + casca de arroz carbonizada(1:1 v v?), em que as plantas
obtiveram 17,45 cm de comprimento de folha por 1,84 cm de largura, os bulbos
com 4,81 cm de altura por 3,45 cm de largura (FARIA et al., 2001).

Segundo Assis et al. (2005), a eficacia dos diversos substratos
estudados como alternativos ao xaxim devem levar em consideracdo a

espécie, o ambiente e 0 manejo, onde a orquidea esteja sendo cultivada.

2.6.1 Xaxim desfibrado

O xaxim é o substrato preferido pela maioria dos orquiddfilos
brasileiros. Segundo Colombo et al. (2005), o xaxim é formado pelas raizes
adventicias de algumas espécies de samambaias das familias Dicksoniaceae e
Cyatheaceae, sendo frequentemente utilizado ap0s o processo de
desfibramento. Quando empregado como substrato, tem duragdo de trés a
quatro anos, aproximadamente (ARAUJO, 2004).

De acordo com Silva (1976), o xaxim deve ser usado bem desfibrado e
nunca em pequenas placas utilizadas em vasos, com a preocupacado de que
estas possam reter agua ou umidade em demasia, e por tempo além do
conveniente.

Conforme Stegani (2006), o xaxim apresenta baixo valor de pH, boa
aeracdo e baixa densidade, constituindo-se num substrato adequado para as
orquideas epifitas.

No Brasil, as plantas fornecedoras de xaxim encontram-se em
processo de extingcdo, pelo extrativismo desenfreado, apesar da legislacao
ambiental em vigor. Por essa razéo, a pesquisa de diferentes substratos para
uso na aclimatizagdo e cultivo, que venha substituir o xaxim, torna-se

necessaria para protegé-lo da extingdo (ARAUJO, 2004).
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2.6.2 Fibra e p6-de-coco

Ha poucos anos, por aproveitamento dos residuos das industrias de
coco (dgua e polpa) ocorreu a industrializacdo e comercializacdo das fibras
deste fruto. A fibra da casca de coco é adequada para 0 uso como substrato
para plantas por sua facilidade de producéo, baixo custo e alta disponibilidade
(CARRIJO; LIZ; MAKISHIMA, 2002).

O mesocarpo desfibrado (fibra-de-coco) e o moido (po-de-coco) sédo
materiais resultantes do processamento industrial, do fruto do coco da Bahia),
contendo macronutrientes e micronutrientes importantes para o crescimento e
desenvolvimento da planta, podendo ser obtido na forma de vasos e placas. O
aspecto negativo da utilizacdo deste material € que retém muita umidade,
contém pouco adubo e é carente em nitrogénio (STEGANI, 2006).

Dentre os inumeros substratos que tém sido testados no cultivo de
orquideas, a utilizacdo da fibra e do pé-de-coco vem se destacando como
sendo um dos mais promissores substratos alternativos ao xaxim (TORTATO,
1998; ASSIS et al., 2005; COLOMBO et al., 2005; YAMAKAMI et al., 2006).

Yamakami et al. (2006) apontam que o substrato fibra de coco pode ser
considerado substituto ao xaxim no cultivo do hibrido da orquidea Cattleya
labiata x Cattleya forbesii, sendo a média de 86,31 g massa fresca total.

O substrato po-de-coco (padrdo 11 - Amafibra®) e o sistema de
irrigacdo intermitente (10 min por 5 segundos) sdo 0s mais indicados para o
cultivo da orquidea Cattleya ‘Chocolate Drops’ x (Cattleya guttata x Laelia
tenebrosa) durante a fase de aclimatizacdo, onde esse substrato promoveu as
médias de: altura da parte aérea com 0,58 cm, nimero de raizes 1,48, peso
fresco da planta 0,76 g e 2,78 referente ao niumero de plantas com brotos
(COLOMBO et al., 2005).

Na aclimatizacdo de Cymbidium 'Joy Polis', a mistura de p6-de-coco +
fibra de coco (proporcdo 1:1) foi o substrato mais indicado, por apresentar
maior ganho de massa fresca (aproximadamente 110%), promover a formacao

média de trés novas raizes por planta e pelo seu baixo custo (MAYER, 2006).
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2.6.3 Carvao vegetal

Certos substratos para o cultivo de vegetais, como o cascalhinho,
isopor, cortica, carvao vegetal, espuma de nylon e a piacava séo inertes, pois
ndo apresentam valor nutricional para a planta, podendo ser considerados
como meros suportes (SILVA; COUTO, 2007).

Souza (2006) evidenciou que muitos orquidarios estédo utilizando carvao
vegetal misturado com casca de madeira moida, e obtendo resultados positivos na
aclimatizacdo de orquideas. O carvao vegetal € muito Util para plantas que néo
gostam de agua acumulada nas raizes, como as espécies de Vanda, Ascocenda,
Rhynchostylis e Renanthera (SENAI, 2006; SILVA; COUTO, 2007).

O carvao vegetal oferece resultados positivos no que se refere ao
crescimento vegetal de orquideas, em lugares ombrofilos, pois ndo se
decompde e ndo encharca. Todavia, por ser muito leve, ndo fixa a planta. Um
outro fator relevante estd relacionado ao fato de que, em razdo de sua
porosidade, tende a acumular sais minerais, devendo, desta forma, ser
frequentemente regado com agua pura. Misturado ao xaxim, o carvao vegetal
controla a acidez do primeiro, conservando-o0 por mais tempo, uma vez que o
carvao funciona como um filtro (SILVA; COUTO, 2007).

Moraes, Cavalcante e Faria (2002) apontaram a existéncia de maior
desenvolvimento vegetativo das plantas de Dendrobium nobile com a utilizac&o
do xaxim. Contudo, o tratamento a base de vermiculita + plantimax® (T1)
(propor¢cdo 2:1) ou plantimax® + carvdo vegetal + isopor moido (T2) na
proporcdo de 1:1:1, também demonstraram bons resultados na taxa de
sobrevivéncia; sendo T1 com 87,5% e T2 com 83,3% e no que se refere as
variaveis altura da parte aérea T1 com a média de 2,04cm e T2 com 2,26 cm;
peso fresco T1 com a média de 0,13 g e T2 com 0,14 g e numero médio de
raizes para T1 foi de 2,04 e para T2 a média de raizes por planta foi 2,39;

podendo, assim, serem utilizados como substratos alternativos ao xaxim.

2.6.4 Bagaco de cana-de-acucar

A agroindustria acucareira € uma das mais importantes do mundo,

sendo o Brasil o maior produtor mundial de cana-de-acucar. Esse tipo de
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agroindustria gera varios subprodutos e o aproveitamento racional dos mesmos
€ de extrema importancia para o setor produtivo brasileiro (MOHAN, 2005).

De acordo com Souza et al. (2003), a producédo de cana-de-agucar no
Brasil foi de mais de 310 milhdes de t ano™, cultivadas em cerca de quatro
milhdes de hectares. A Unica (2008) — Uni&o da Industria de Cana-de-Aclcar —
anunciou as estimativas para a nova safra na regido Centro-Sul, onde se
concentram 86% da producdo nacional. A cana moida deverd atingir 498,1
milhdes de toneladas, um crescimento de 16% em relacdo a safra 2007/08,
quando foram moidas 431,2 milhdes de toneladas de cana. Numa previsédo de
579,18 t ano™ no Brasil em 2008, o que representa a producdo de 186,83
milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agucar.

O bagaco de cana-de-acgUcar tem vasto potencial de aproveitamento,
podendo ser utilizado na alimentacdo animal, adubacao, fabricacdo de varios
tipos de papéis, produtos com grande numero de aplicagdes na industria
quimica e farmacéutica, podendo, ainda, ser utilizado para a obtengcdo de
plastico biodegradavel e geracéo de energia (NEGRAO; URBAN, 2005).

Barroso et al. (1998) salientam que entre os residuos agroindustriais
com alto potencial de utilizacdo na producdo de mudas de espécies vegetais,
encontra-se 0 bagaco de cana-de-agucar que consiste no residuo obtido apos
a extracao do caldo da cana.

Blocos preparados com bagaco de cana-de-acucar e torta de filtro,
misturados, respectivamente, nas proporcdes de 70 e 30%, v v*, foram
considerados os mais adequados para a producdo de mudas de cana-de-
acucar (MORGADO et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Conducao do experimento com Bifrenaria tyrianthina e coleta de dados

O exemplar utilizado como fonte de sementes, neste estudo, encontra-
se em cultivo em vaso, em condi¢ces de orquidario no municipio de Maringa,
Parana.

Para a preparacdo desse ensaio, sementes de B. tyrianthina foram
semeadas assimbioticamente sobre o meio de cultura Knudson C (Kc) (1946),
suplementado com micronutrientes (ARDITTI et al., 1982), carvdo ativado
(YAM; WEATHERHEAD, 1990) e peptona (KERBAUY, 1984). As condicdes de
iluminagéo foram a luz continua (lc), o fotoperiodo de 14h (14h) e a auséncia
total de iluminacdo (esc). Nos tratamentos com iluminagdo, a intensidade
luminosa manteve-se em aproximadamente 3.000 lux, obtidos com lampadas
fluorescentes tipo “luz do dia” e “Grolux” ambas de 40 W. A temperatura
ambiente da sala de cultivo permaneceu em 25 + 3°C.

Foram preparadas oito réplicas por tratamento (meio x iluminacao),
sendo quatro delas utilizadas para a obtencdo das porcentagens de
germinacdo das sementes, ao término do 2° més de cultivo, e quatro para a
analise do desenvolvimento das plantulas, ao término do 9° més de cultivo. Foi
utilizado o meio de cultura basico Kc de Knudson (1946), cuja composicao
contou com 1.0 g de Nitrato de célcio — Ca(NO3)..4H,0; 0,25 g de Fosfato
monobasico de potassio — KH,PO4 0,25 g de Sulfato de magnésio —
MgS0,4.7H,0; 0,50 g de Sulfato de amonio — (NH4)SOg4; 0,025 g de Sulfato
ferroso — FeS0,.7H,0; 0,0075 g de Sulfato de manganés — Mn(SQO,).4H,0 e
20,0 g de sacarose; a este meio foi adicioando 4,5 g de agar (Merck) por litro
de solugéo.

O meio de cultura basico C de Knudson adicionado de micronutrientes,
como proposto por ARDITTI et al. (1982a), tem sua concentracéo
suplementada com 0,056 mg de Acido bérico — HsBOs; 0,016 mg de Oxido de
molibdénio — MoOs; 0,040 mg de Sulfato de cobre — CuSO4 e 0,331 mg de
Sulfato de zinco — ZnS0,4.7H,0. Para o meio de cultura basico C de Knudson
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com peptona, foi acrescido ao mesmo 1 g L™ de peptona, como proposto por
Kerbauy (1984).

O meio de cultura basico C de Knudson com carvao ativado, foi
preparado conforme sugerido por Yam e Weatherhead (1990), sendo
constituido pelo meio basico suplementado com 0,3% de carvéao ativado.

Para cada nutriente, foram preparadas solugdes estoques individuais.

Todos os meios de cultura foram preparados a quente, com ajuste
prévio de pH com KOH a 1%, ajustado para 5,3 antes da autoclavagem por 15
min a 0,1 atm. A quantidade de meio de cultura por réplica foi de 30 mL, com a
utilizacao de frascos com capacidade de 100 mL.

A interacdo entre os tipos de meios nutritivos e as condi¢cdes de
iluminacgao resultou em 12 tratamentos aplicados as culturas assimbiéticas das
sementes de B. tyrianthina.

Com o objetivo de estabelecer a qualidade do lote de sementes a ser
ensaiado e a quantidade de sementes a ser inoculadas por frasco de
cultura, foram realizados testes de viabilidade de seus embribes como
proposto por Singh (1981). Tal teste constituiu em embeber as sementes em
agua e algumas gotas de detergente e, a seguir, manté-las por 18 a 20h em
30°C, em uma solugéo de cloreto de trifenil tetrazélio a 1%.

O processo de inoculacdo das sementes sobre meio nutritivo incluiram
a embebicdo em agua destilada e desinfeccdo das mesmas com hipoclorito de
sédio (solucdo comercial a 15% diluida em agua) e lavagem, por quatro vezes,
com agua destilada autoclavada, como sugerido por Milaneze (1992). Tais
procedimentos foram realizados em fluxo laminar e a inoculagao realizada com
auxilio de seringas descartaveis.

Apoés 70 dias, quatro réplicas de cada tratamento foram retiradas dos
frascos e incubadas com cloreto de tetrazdlio a 1% e analisadas ao
microscépio Optico, para a obtencéo do percentual de germinacdo, mortalidade
dos protocormos e ocorréncia de gemas.

Decorridos nove meses, as plantulas foram retiradas da condic&o in vitro e
mensuradas com auxilio de régua, sendo separadas, de acordo com a altura, por
tamanho pequeno (0,4 a 2,0 cm), médio (2,3 a 3,5 cm) e grande (3,8 a 10,2 cm).

As plantulas de B. tyrianthina foram plantadas em bandeja de plastico

transparente (17 cm de largura x 24 cm de comprimento x 5 cm de altura, com
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oito furos na parte inferior), contendo o substrato p6 de bagaco de cana-de-
acucar (P6 Eco Vegetal-Santa Rita, patente n° 0.403.527-5, Figura 5), na
mistura com o pé-de-coco (Vitaplan®, Figura 6) na proporgdo de 1:1 v v*,
conforme sugerido por Stegani (2006) para a aclimatizacao de Miltonia regnellii

x Oncidium concolor. Cada bandeja recebeu, em média, 35 plantulas.

Figura 5: PO Eco Vegetal — bagaco de cana-de-agucar.
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=
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Figura 6 — Vitaplan® — p6-de-coco.

Apés o transplantio, as bandejas (Figuras 7) foram mantidas sobre
bancadas em casa-de-vegetacdo com 70% de sombreamento. A temperatura
oscilou entre 6,8°C a 34,2°C no periodo de aclimatizagédo e a umidade relativa
do ar esteve entre 20,7 a 95,3% (SIMEPAR, 2006).
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Figura 7 — Disposicao das bandejas para aclimatizacao de B. tyrianthina.

NoOs seis meses seguintes, 0s vasos coletivos receberam diariamente
irrigacdo, por aspersdo com agua da Sanepar (Companhia de Saneamento do
Parand) e adubacdo com 1 g L™ de Yogen® n°2, uma vez por semana, sendo
entdo retiradas e analisadas quanto a percentagem de sobrevivéncia e nimero
de brotag0Oes laterais.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica realizada por meio do
software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparacdes multiplas de mediana por intermédio de Teste Dunn, com nivel
de probabilidade de 5%.

3.2 Condugao dos experimentos com Catasetum fimbriatum, Cattleya
bicolor e coleta de dados

Na preparacdo desses ensaios, foram utilizadas sementes de
Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor, provenientes de orquidarios
particulares da regido de Maringa, Parana.

Para o cultivo assimbiético, foram preparadas as seguintes formulacfes
nutritivas (meios de cultura): Meio basico — formulacéo C de Knudson (1946); Meio
basico + polpa de banana (ARDITTI et al., 1982) sendo 90 g L de polpa de
banana “nanica” na etapa de maturagéo dos frutos, cujas cascas estdo amarelas,
ainda sem pintas marrons; Meio bésico + carvdo ativado (YAM,;
WEATHERHEAD, 1988) 3 g L™ de carvdo ativado; Meio basico + agua de coco
(KERBAUY, 1984), sendo 15% da agua destilada da férmula basica substituida
por endosperma liquido de Cocus nucifera (aliquota proveniente de trés frutos
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verdes); Meio basico + micronutrientes (ARDITTI et al., 1982); Meio bésico +
peptona (KERBAUY, 1984) 1 g L™ de peptona de carne.

Todos os seis tipos de meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,3
antes do processo de autoclavagem de 15 min a 1 atm.

Para a obtencdo das plantulas, as sementes de ambas as espécies
foram inoculadas assimbioticamente sobre os meios nutritivos citados acima e,
apos seis meses, ao atingirem a fase de plantulas (aproximadamente 1 cm de
altura), mais ou menos 25 plantulas foram transferidas para os meios de cultura
acima propostos (100 mL por réplica), permanecendo por mais oito meses em
temperatura de 25 +3°C, e iluminacdo continua (15 pmol m? s* com
lampadas fluorescentes de 40 W tipo “luz do dia”).

Ao término dos oito meses, a fim de mensurar o desenvolvimento
alcancado pelas plantulas; o indice de Crescimento (IC) foi calculado, como
proposto por Spoerl (1948) e modificado por Milaneze (1997), que considera o
namero de raizes e folhas formadas em cada plantula da cultura.

Na Tabela 1, consta um exemplo de como foi calculado o indice de
Crescimento (IC), o valor para cada réplica foi feito com base na percentual do
total multiplicado pela classe. Assim, encontrou-se o valor total do IC por meio

da soma dos resultados de cada classe.

Tabela 1 — Calculo do indice de Crescimento (IC).

1felr 2felr .. 6felr 1fe2r 2fe2r .. 6fe2r .. 5fedr 6f edr Total

Classe 1 2 .. 6 7 8 12 23 24 24
NuUmero de plantulas 3 4 5 7 2 1 1 2 25
% do total 12 26 20 28 8 4 4 8 100
IC = % do total x classe 12 52 120 196 64 48 92 192 776

f =folha e r = raiz.

As mudas provenientes da propagacdo in vitro foram retiradas dos
frascos de cultura e lavadas em agua corrente, para remo¢do do meio de
cultura aderido nas raizes. As plantulas utilizadas no experimento
apresentaram altura média da parte aérea de 1,5 cm = 0,3 cm.

Apés a analise do calculo do IC, as plantulas foram plantadas em

bandeja de poliestireno expansivel (18 cm de largura x 23 cm de comprimento
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x 5 cm de altura (Figura 8), com oito furos na parte inferior), contendo os
seguintes substratos: xaxim desfibrado (controle), carvao vegetal com cinza
(fragmentos com aproximadamente 1,5 cm?) ou pé-de-coco (Vitaplan®), sendo
preparadas quatro réplicas para cada uma das espécies e, com os referidos
tipos de substrato, observando-se a procedéncia das mudas (seis tipos de

meios de cultura), cada bandeja continha dez mudas cada espécie.

Figura 8 — Bandejas utilizadas na aclimatizacao de C. fimbriatum e C. bicolor.

Apoés o transplantio, as bandejas foram mantidas sobre bancadas em
estufa coberta com plastico agricola e sombrite com 70% de sombreamento. A
temperatura oscilou entre 6,6°C a 33,2°C no periodo de aclimatizacdo e
umidade relativa do ar esteve entre 20,7 a 95,3% (SIMEPAR, 2006).

Nos oito meses seguintes, 0s vasos coletivos receberam diariamente
irrigacdo, por aspersdo com agua da Sanepar e sem qualquer tipo de
adubacdo, sendo entdo retiradas e analisadas quanto ao porcentual de
sobrevivéncia e numero de brotacdes laterais.

Os dados foram submetidos a analise estatistica, realizada utilizando o
software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparacdes multiplas de mediana por intermédio de Teste Dunn, com nivel
de probabilidade de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de diferentes aditivos no desenvolvimento de plantulas de
Bifrenaria tyrianthina

Em Bifrenaria tyrianthina (Loudon) Rchb.f. (Tabela 2), foi possivel
constatar que o fotoperiodo e a auséncia de iluminagdo determinaram a maior
porcentagem média de sementes germinadas, independente da composicdo do
meio nutritivo. De acordo com Waes e Debergh (1986), foram estudados varios
fatores de germinacdo em 23 orquideas européias, podendo-se destacar que a
germinacao aconteceu no escuro em uma temperatura de 23°C. Pierik et al.
(1988) mostram, em seu trabalho com Paphiopedium ciliolare, que a auséncia
de iluminacdo nas primeiras fases de seu desenvolvimento, induz a
organogénese de protocormos, aumentando o vigor de suas plantulas ao

serem transferidas para a luz.

Tabela 2 — Analise da cultura assimbidtica de Bifrenaria tyrianthina quanto a
percentagem média de germinacdo das sementes e formacdo de
protocormos em resposta ao meio de cultura e das condi¢des de

iluminacao.
Condicdes de iluminacao
Parametros Meios de Luz Branca Luz Grolux
analisados cultura Luz Fotoperiodo Luz Fotoperiodo  Escuro
continua 14h continua 14h
Kc 30,37% 79,75% 43,05% 81,77% 96,50%
sementes Kc + carv 37,10% 97,17% 5,45% 95,10% 98,95%
germinadas Kc + pep 79,97% 94,62% 40,72% 92,32% 97,92%
Kc + micro 59,97% 82,47% 82,65% 94,62% 97,22%
Kc 28,51% 22,92% 32,94% 27,73% 52,50%
protocormos Kc + carv 63,10% 60,91% 4,86% 56,26% 54,08%
Vivos Kc + pep 43,95% 65,02% 28,25% 72,21% 58,17%
Kc + micro 28,33% 10,14% 42,24% 28,23% 51,26%
protocormos Kc 0,17% 0,00% 0,09% 0,00% 0,00%
Vivos Kc + carv 0,09% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
“com gemas’ Kc + pep 0,01% 0,00% 0,15% 0,00% 0,00%
Kc + micro 0,03% 0,00% 0,04% 0,00% 0,00%

Meio Knudson = (Kc), meio Knudson adicionado de carvdo vegetal = (Kc + carv), meio Knudson
adicionado de peptona = (Kc + pep) e meio Knudson adicionado de micronutrientes = (Kc + micro).
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O meio nutritivo Knudson com a presenca de carvao ativado € superior
em relacdo aos outros meios, uma vez que sua utilizagdo apontou uma média
de germinacdo equivalente a 99%, seguido do meio Knudson adicionado de
peptona em que 98% das sementes germinaram.

Buyun et al. (2004) realizaram experimento com Cattleya aclandiae,
Cattleya bowringiana, Cattleya granulosa, Cattleya percivaliana “O’Brien”,
Cattleyopsis lindenii e Dendrobium parishii no qual obtiveram a maior
porcentagem de germinacéo (100%), com o meio Knudson suplemento com
2 gL de peptona e 1 g L™ de carvdo ativado. Contudo, esse mesmo meio, em
presenca de luz continua do tipo Grolux, propiciou menor percentual de
germinacao de B. tyrianthina, com média de 5%.

As condigbes de iluminagdo variam na quantidade (extensdo do
fotoperiodo) e na qualidade do espectro luminoso e intensidade luminosa
utilizada (ARDITTI, 1967, 1979; ARDITTI; ERNST, 1984); o meio Knudson
adicionado de carvao ativado sob luz branca e fotoperiodo de 14 h, também
proporcionou resultado positivo, em que cerca de 97% das sementes
germinaram.

Quanto aos resultados relativos a sobrevivéncia dos protocormos, o
meio nutritivo com adicdo de carvdo ativado proporcionou menor meédia
equivalente a 5% na presenca de luz continua do tipo Grolux. Nesse contexto,
Arditti e Krikorian (1996) salientam que a germinacdo das sementes de
orquideas € favorecida com a presenca do carvdo ativado. Por sua vez,
Rodrigues et al. (2003) analisaram que dentre diferentes concentragbes de
carvdo ativado testadas, a concentracdo de 0,5 g L™ viabiliza a germinac&o das
sementes, independente do pH do meio de cultura. Segundo Groll, Gray e
Mycock (2002), os efeitos do carvao ativado podem variar de acordo com o
estadio de desenvolvimento da planta.

Constatou-se que o meio nutritivo basico Knudson (0,17%) promoveu
o maior numero de formacdo de gemas no polo meristematico (com duas
gemas) na presenca de luz continua do tipo branca, seguido do meio Knudson
adicionado peptona sob luz continua do tipo Grolux (0,15%).

A adicéo de 1 gL™ de peptona ao meio nutritivo basico Knudson sob luz
Grolux com fotoperiodo foi mais eficiente na formacdo de protocormos, com

uma meédia de 75%, conforme sugerido por Kerbauy (1984), Kraus e Monteiro
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(1989), Kerbauy e Estelita (1996), Chen e Chang (2000) e Chen, Chen e Chang
(2002) no cultivo de orquideas.

A germinacdo e capacidade de regeneracdo das sementes de
orquideas da espécie Geodorum densiflorum (Lam) Schltr foram testadas em
meio Knudson, suplementado com leite de coco 15% (v v'!), peptona (2 g L),
BAP (6-benzilaminopurina) (2 mg L"), e 1 mg L™ de ANA (4cido naftaleno
aceético) tendo como resultado 88% de sementes germinadas.

Apés o0 9° més de cultivo, as plantulas de B. tyrianthina foram
separadas por tamanho pequeno (P), médio (M) e grande(G) para a analise
verificado o nimero de raizes, de folhas e de gemas. Posteriormente, foram
colocadas em bandejas para a aclimatizacdo. Sendo 1.256 plantulas de
tamanho pequeno, 660 plantulas de tamanho médio e 284 plantulas de
tamanho grande, num total de 2.200 plantulas.

Para a formacdo de raizes de tamanho P de B. tyrianthina, o
fotoperiodo de 14 h proporcionou aos meios nutritivos: basico com adi¢do de
carvao ativado ou micronutrientes, a mediana de uma raiz por plantula; contudo
o carvao ativado estabeleceu a mesma medida sob qualquer tipo de iluminacéo
(Tabela 3). O carvéo ativado tem sido bastante utilizado no cultivo in vitro para
estimular o enraizamento, principalmente, pela sua alta capacidade em excluir
a luz do meio (PASQUAL, 2001).

Em seus trabalhos, Coelho et al. (2001) e Mantovani, Franco e Vestena
(2001) observaram efeitos positivos do carvao ativado quanto ao enraizamento,
alongacdo e engrossamento das raizes. Para Shi et al. (2000), a adi¢cdo de
carvdo ativado ao meio de cultura MS determina maior crescimento das
plantulas de Dendrobium officinale. George e Ravishanker (1997) destacam
que o meio de cultivo MS modificado com a metade da concentracdo dos
macronutrientes, contendo 0,2% de carvdo ativado induz raizes em Vanilla
planifolia. O carvéo ativado beneficia a qualidade da plantula in vitro e aumenta
a taxa de sobrevivéncia dos explantes, para Miltonia flavescens e Laelia flava.
Resultados significativos também foram obtidos com a metade dos
suplementos do meio do MS adicionado com 2 g L™ de carvdo ativado para M.
flavescens e L. flava, e para Oncidium trulliferum o meio MS suplementado com
01 g L™ do carvdo ativado (MORAES; FARIA; CUQUEL, 2005).
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Tabela 3 — Numero mediano de raizes de Bifrenaria tyrianthina em resposta ao
meio de cultura e condi¢des de iluminagao.

Condicdes de iluminacao

Tamanho das Meios de Luz Branca Luz Grolux

plantulas cultura Luz Fotoperiodo Luz Fotoperiodo

continua 14 h continua 14 h

Kc 0,00 0,00 0,00 0,00

o Zqueono Kc + carv 0,00 0,00 0,00 0,00

©. M"’}n";nocm) Ke + pep 0,00 0,00 0,00 0,00

Kc + micro 0,00 0,00 0,00 0,00

Pequeno Kc 0,00 1,00 0,00 1,00

04az00m Kereaw 1,00 1,00 1,00 1,00

( 220 kot pep 0,00 0,00 0,00 0,00

Kc + micro 0,00 1,00 1,00 1,00

Kc 4,00 5,00 7,00 4,00

o Zqueono Kc + carv 4,00 2,00 3,00 3,00

( 'szi'm (;:m) Ke + pep 2,00 2,00 1,00 1,00

Kc + micro 3,00 2,00 4,00 3,00

Vd Kc 0,00 0,00 0,00 0,00

23 ae3 g’cm) Kc + carv 2,00 0,00 0,00 1,00

oAk Kc + pep 0,00 0,00 0,00 0,00

Kc + micro 0,00 0,00 0,00 1,00

Médio Kc 1,00 1,00 1,00 1,00

(23a850m Ko*eaw 3,00 1,00 1,00 2,00

Modioma Ke + pep 0,00 0,00 0,00 1,00

Kc + micro 1,00 1,00 1,50 3,00

Vd Kc 3,00 5,00 8,00 4,00

23 ae3 g’cm) Kc + carv 5,00 3,00 5,00 4,00

Mo Ke + pep 1,00 1,00 1,00 2,00

Kc + micro 5,00 3,00 4,00 4,00

Kc 1,00 0,00 1,00 1,00

. SGri‘gdze Kc + carv 1,00 1,00 1,00 2,00

3, I\{;Ilinirﬁocm) Kc+ pep 0,00 0,00 0,00 0,00

Kc+micro 0,00 1,00 1,00 2,00

rande Kc 2,00 2,00 2,50 3,00

3,82 10,2 cm) Kc + carv 3,00 2,00 2,00 5,00

3, 222 SM) o+ pep 0,50 0,00 1,00 1,00

Kc + micro 2,00 1,50 2,50 3,00

rande Kc 3,00 4,00 6,00 6,00

3,82 10,2 cm) Kc + carv 6,00 4,00 7,00 7,00

3, 2102 Kc + pep 2.00 3,00 4,00 2,00

Kc + micro 5,00 4,00 7,00 7,00

Meio Knudson = (Kc), meio Knudson adicionado de carvdo vegetal = (Kc+ carv), meio Knudson
adicionado de peptona = (Kc + pep) e meio Knudson adicionado de micronutrientes = (Kc + micro).

A andlise estatistica foi realizada através do software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido
de comparag8es multiplas de mediana por intermédio deTeste Dunn, com nivel de probabilidade de 5%

Morales (2004) ressalta que meio de cultura kC, contendo 5,0 g L™ de
carvao ativado provoca diminui¢cdo no numero de raizes de C. fimbriatum.
Em relacdo a Tabela 3, observa-se que o meio Kc + carvao ativado sob

luz branca continua contribuiu para a maior mediana de raizes de tamanho M,
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com um total de trés raizes; Arditti e Ernst (1984) relataram que o fator
luminosidade € indispensavel para a inducdo e crescimento de gemas e raizes
sobre os protocormos e plantulas in vitro e como verificaram experimentalmente
Ueda e Torikata (1972) para espécies de Cymbidium e Milaneze, Thomaz e
Takaki (1990) para Cattleya guttata. Quanto a adicdo de carvdo em promover
resultado positivo, no desenvolvimento de B. tyrianthina; o mesmo foi verificado
por Ernst (1975), Hinnen, Pierik e Bronsema (1989) e Moraes, Faria e Cuquel
(2005) quando adicionaram carvdo ativado no meio de cultura e também
obtiveram resultados positivos no crescimento e desenvolvimento de diversas
espécies de orquideas. Faria et al. (2002) utilizaram o meio MS modificado com a
metade da concentragdo dos macronutrientes, suplementado com a adi¢ao de 2 g
L? de carvdo ativado ao meio de cultura, obteve efeitos benéficos no
desenvolvimento vegetativo das plantulas de Cattleya walkeriana.

Nesse estudo, observou-se que o meio Knudson adicionado de
micronutrientes sob a luz do tipo Grolux e fotoperiodo, também promoveu a
mediana de trés raizes por plantulas de tamanho M (Tabela 3). Confirmando o
que Soares et al. (2008a) verificaram com plantulas de Cattleya loddgesii,
qguando propagadas in vitro em meio de cultura Knudson C, modificado com a
adicdo de micronutriente (0,045 mg L™ de cloreto de cobalto), o cobalto ou o
cloro presente no CoCl,.6H,O contribuiram para o aumento do ndmero de
raizes, influenciando no comprimento médio do sistema radicular. Indicando,
assim, que para promover o comprimento médio do sistema radicular, a adicdo
de fontes de cobalto no meio Knudson é benéfica. Ainda, em relacdo as
plantulas de C. loddgesii, Soares et al. (2008b) realizaram outro experimento
com suplementacéo de micronutriente (silicato de sodio e Supa Potassio®) em
meio Knudson C, constatando a acao benéfica que o silicio possui associada a
diversos efeitos indiretos, como o aumento da eficiéncia da capacidade
fotossintética, reducdo da transpiracdo e aumento da resisténcia mecéanica das
células, resultados expressivos para o numero de raizes e comprimento médio
de raizes dessa orquidea foram verificados com 5 mg L™ de Supa Potassio®
associada a altas concentracdes de silicato de sodio (entre 10 e 20 mg L™).

Para B. tyrianthina, o meio Knudson suplementado com 1,0 g L*
peptona ofereceu 0 menor indice de mediana para raizes de tamanho M;

Gongalves (2006), utilizando também 1 g L™ de peptona em seu experimento
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com E. randii e Laelia purpurata, salientou que a peptona adicionada ao meio
Knudson C nado apresenta resultados positivos. Ja Kerbauy (1984a) observou
que nos meios nutritivos com peptona, os apices de raizes de um hibrido de
Catasetum formaram calos verdes-escuros e alguns formaram PLBs; o que néo
foi verificado por Morales (2004) com Enciclia randii.

A analise das plantulas de B. tyrianthina revelou amplas variagbes quanto
a raizes de tamanho G (Tabela 3). O meio béasico com adi¢cdo de carvao ativado
sob iluminacéo de fotoperiodo e luz do tipo Grolux demonstrou o maior nimero de
mediana com cinco raizes por plantulas, sendo a minima de duas e a maxima de
sete raizes, seguido do meio Knudson suplementado com carvdo ativado sob
iluminacdo continua branca com a mediana de trés raizes. Para esse padréo,
também se destaca a peptona como o suplemento menos eficiente, apresentando
uma mediana minima de zero e maxima de quatro raizes.

Conclui-se que o carvdo adicionado ao meio Knudson promoveu as
maiores medianas de tamanho G para raizes de B. tyrianthina, independente da
iluminacdo. Corréa et al. em 2003 ja haviam salientado que fisicamente, o carvao
ativado simula a condicdo de escuro, no qual as raizes normalmente se
desenvolvem de forma mais satisfatoria; tendo o carvao ativado efeito adicional,
ao de promover o escurecimento do meio de cultura (PRIZAO, 2006). As
concentracdes em torno de 0,3% sdo usadas quando se deseja enraizamento in
vitro, pois auxiliam na acdo das auxinas, e promovem a fixagcdo dos compostos
fendlicos produzidos pelo explante (GUERRA; NODARI, 2006).

Araujo (2004) verificou, em Laelia tenebrosa, um aumento no nimero e
crescimento de raizes, quando adicionados 4 g L™ de carvdo ativado ao meio
de cultura. Conforme Prizdo (2006), o emprego de carvao ativado € efetivo
para promover o crescimento das raizes das plantulas de C. bicolor (3,0gL™) e
do hibrido ‘BLC Pastoral Inocence’ (4,5 g L™).

O carvao ativado também tem sido utilizado na cultura in vitro de vérias
espécies de epifitas, com resultados satisfatérios, como confirmado no
desenvolvimento de brotos e na formacdo de raizes em Vriesea gigantea e
Vriesea philippocoburgii; nesse experimento, foram adicionados 0,5% de
carvdo ativado ao meio Knudson basico e ao meio MS com a metade da
concentracdo, tendo o segundo meio promovido resultados expressivos para o
desenvolvimento de V. gigantea (DROSTE et al., 2005).
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Para a formacédo de folhas de tamanho P em B. tyrianthina, o meio Kc
suplementado, com peptona sob luz continua branca, foi o que proporcionou a
maior mediana, com oito folhas por plantulas (Tabela 4), sendo a mediana

minima de duas folhas e a mediana maxima de 20 folhas.

Tabela 4 — Numero mediano de folhas de plantulas de Bifrenaria tyrianthina em
resposta ao meio de cultura e condi¢des de iluminacgao.

Condigbes de iluminacéo

Tamanho das Meios de Luz Branca Luz Grolux

plantulas cultura Luz Fotoperiodo Luz Fotoperiodo

continua 14 h continua 14 h

Kc 2.00 2,00 2,00 2,00

o Zeqlz‘eono Kc + carv 2,00 1,00 1,00 3,00

©. M"’}ni;nocm) Ke + pep 2,00 2,00 3,00 2,00

Kc +micro 2,00 1,00 2,00 1,00

Kc 4,00 4,00 4,00 4,00

0 Zeqlz‘eono Kc + carv 5,50 3,00 4,00 6,00

( 'M:‘ di’an:m) Ke + pep 8,00 4,00 5,00 6,00

Kc +micro 4,00 4,00 3,00 3,00

o Kc 21,00 10,00 29,00 6,00

© ﬁ;{*%‘é’m) Kc + carv 24,00 7,00 20,00 12,00

Mo Ke + pep 20,00 16,00 15,00 12,00

Kc +micro 8,00 12,00 8,00 5,00

i Kc 3,00 3,00 2,00 3,00

, 3'\"63?'? Kc + carv 2,00 2,00 2,00 4,00

(2, M"’}nihmcm) Kc + pep 2,00 2.00 2.00 2.00

Kc +micro 2,00 2,00 2,00 1,00

i Kc 5,00 5,00 5,00 4,00

, 3'\"63?';’ Kc + carv 7.50 4,00 5,00 6,50

( v di’an‘;m) Ke + pep 5,50 6,00 4,50 4,50

Kc + micro 4,00 5,00 4,00 2,00

» Kc 14,00 10,00 12,00 12,00

2 3'\263 g’cm) Kc + carv 16,00 7,00 24,00 8,00

i, Ke + pep 30,00 12,00 9,00 18,00

K + micro 30,00 8,00 10,00 4,00

Kc 4,00 2,00 3,00 1,00

. BGralrc‘)dze Kc + carv 2,00 3,00 3,00 1,00

€ ,\j‘inin%ocm) Kc + pep 3,00 3,00 2.00 3,00

Kc + micro 2,00 4,00 2,00 3,00

rande Kc 6,00 4,00 5,00 4,50

38a102cm) Ko 6,00 5,50 5,00 4,00

( Bl Kc + pep 7,00 5,00 5,50 4,00

Kc +micro 4,00 5,00 3,00 4,00

crande Kc 12,00 15,00 9,00 10,00

(38a102cm Koo 12,00 8,00 20,00 9,00

s Ke + pep 8,00 8,00 12,00 12,00

Kc + micro 12,00 7,00 14,00 5,00

Meio Knudson = (Kc), meio Knudson adicionado de carvdo vegetal = (Kc + carv), meio Knudson
adicionado de peptona = (Kc + pep) e meio Knudson adicionado de micronutrientes = (Kc + micro).

A andlise estatistica foi realizada através do software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis,
seguido de comparagdes miltiplas de mediana por intermédio deTeste Dunn, com nivel de probabilidade
de 5%.
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Sendo confirmado por Arditti et al. (1982), quando eles salientam que a
peptona é um suplemento organico que contém significativas concentracées de
diversos tipos de aminoacidos, tais como arginina, acido aspartico, acido
glutdmico, leucina, lisina, e glicina. Este Ultimo aminoacido esta presente na
formulacdo do meio de cultura de Murashige e Skoog (1962), sendo considerado
como indispensavel para o desenvolvimento dos tecidos vegetais in vitro.

A adicdo de peptona ao meio nutritivo (BM), para Mitra (1971),
suplementado com auxinas acelera o processo de organogénese em orquideas
da espécie Rhynchostylis retusa (VIJ et al., 1984); e quando esse meio é
suplementado com 2 g L™ de peptona promove o aparecimento de brotos em
Renanthera imschootiana (SEENI; LATHA,1992). Em geral, a peptona promove
resultados expressivos no desenvolvimento e proliferacdo de protocormos,
variando de espécie para espécie (SZENDRAK, 1997).

O meio basico com carvao ativado em condi¢do de luz continua branca
proporcionou 0 maior nimero de mediana para folhas médias (7,5) em B.
tyrianthina, em que a minima foi de duas folhas e o maximo de 16 folhas por
plantulas; seguido do mesmo meio em fotoperiodo de 14h e luz do tipo Grolux,
com a mediana de 6,5. O que confirma os resultados de Morales (2004), em que
o efeito das concentragbes do carvdo ativado sobre a formagéao de folhas nas
plantulas de C. fimbriatum foi estudado e concluido que um desenvolvimento
significativamente maior acontece quando as plantulas sdo mantidas em meio de
cultura contendo 5,0 g L™. O carvdo ativado adicionado ao meio MS também
induziu a multiplicagéo de PLBs em Cymbidium pendulum (KANIKA, 2003).

Silva (2003), em seu estudo com Brassiocattleya Pastoral x
Laeliocattleya Amber Glow, constatou que o carvao ativado na concentracao de
200 mg L™ inibe a formacéo de folhas. J& para outras espécies de orquideas,
como a C. bicolor, o numero de folhas formadas néo € diferente nas plantulas
mantidas em meio de cultura Kc contendo diferentes concentracdes de carvao
ativado (1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5 g L™, indicando que a adicdo das diversas
concentracbes do carvdo ativado ndo afetam o desenvolvimento das folhas
nesta espécie (PRIZAO, 2006).

Em relacdo a formacédo de folhas de tamanho médio de B. tyrianthina
(Tabela 4), pode-se destacar que a adicdo de micronutrientes ao meio Knudson

sob fotoperiodo com luz do tipo Grolux foi inferior aos demais meios e iluminacao.
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Para a formacdo de folhas com tamanho mediano grande de B.
tyrianthina, a luz branca continua destacou-se, conforme ressaltado por
Gongalves (2006) com E. randii, em que a manutencao em iluminacdo continua
aumentou a producdao inicial de mudas. Ainda, observa-se, nesse estudo, que o
maior nimero mediano de folhas formadas, ocorreu sob a iluminacdo branca
continua, independente do tamanho das plantulas de B. tyrianthina.

O meio béasico que contém peptona foi o mais significativo para
formagdo de folhas grandes em B. tyrianthina sob luz branca continua,
apresentando uma mediana de sete folhas por plantulas, com minima de trés e
maxima de oito folhas. O que confirma o resultado obtido no estudo de E.
randii, realizado por Morales (2004), em que o uso de fontes protéicas, como a
peptona (1000 mg L™), influenciou positivamente na formagcéo de folhas.

Observa-se que, para formacdo de gemas em B. tyrianthina, a luz
continua foi a ideal (Tabela 5). Em 1997, Milaneze verificou que a quantidade
diaria de iluminacdo recebida pelas plantulas aumentou o numero de folhas e

raizes formadas.

Tabela 5 — Numero mediano de gemas nas plantulas de Bifrenaria tyrianthina
em resposta ao meio de cultura em condi¢cfes de iluminacéo.

Condig¢des de iluminacéo

Gemas Mcilct)tsjrge Luz Branca Luz Grolux
Luz continua Fotoperiodo 14 h  Luz continua Fotoperiodo 14 h
Kc 1,00 1,00 1,00 0,00
Minimo Kc + carv 1,00 1,00 1,00 0,00
Kc + pep 1,00 1,00 1,00 0,00
Kc + micro 1,00 0,00 1,00 0,00
Kc 1,00 1,00 2,00 1,00
Mediana Kc + carv 2,00 1,00 2,00 0,00
Kc + pep 2,00 1,50 1,00 0,50
Kc + micro 1,00 0,00 1,00 0,00
Kc 7,00 3,00 7,00 2,00
MAximo Kc + carv 6,00 3,00 6,00 3,00
Kc + pep 8,00 5,00 3,00 5,00
Kc + micro 6,00 2,00 2,00 2,00

Meio Knudson= (Kc), meio Knudson adicionado de carvéo vegetal = (Kc+ carv), meio Knudson adicionado
de peptona = (Kc + pep) e meio Knudson adicionado de micronutrientes = (Kc + micro).

A analise estatistica foi realizada através do software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparacg6es multiplas de mediana por intermédio de teste Dunn, com nivel de probabilidade de 5%.
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Para B. tyrianthina os meios: basico, basico contendo carvdo ativado
e meio basico com peptona, sob luz continua proporcionaram a
maior mediana de gemas, sendo duas por plantulas. O meio basico acrescido
de carvdo ativado promoveu o mesmo resultado tanto em luz branca ou
Grolux.

Kerbauy (1984), ao cultivar microinflorescéncias de Oncidium
varicosum in vitro, verificou o desenvolvimento de PLBs, que quando cultivadas
por um periodo de oito a nove meses, desenvolveram-se em plantulas; assim,
30% dessas formaram uma pequena flor em meios nutritivos, contendo 1 g L™
de carvao ativado.

Silva (2003), em seu estudo com BC Pastoral x LC Amber Glow,
constatou que o carvdo ativado na concentracdo de 200 mg L™ promove a
formac&o de maior nimero de brotos. A adicéo de 2 g L™ de carvao ativado ao
meio MS com a metade da concentracdo de macronutrientes é benéfico para a
propagacao in vitro de Cattleya walkeriana (FARIA et al., 2002), confirmando os
resultados encontrados para a formacdo de gemas de B. tyrianthina com a
adicao de carvao ao meio Knudson.

O meio basico adicionado de peptona sob luz branca continua
proporcionou a mediana méaxima de oito gemas por plantulas de B. tyrianthina,
o que reforca os estudos de Morales (2004) com plantulas de E. randii, em que
a biomassa fresca da parte aérea e das raizes das plantulas mantidas sob a
influéncia da peptona, foi relativamente maior.

O fotoperiodo ndo proporcionou resultados recomendaveis para
formacdo de gemas de B. tyrianthina, principalmente para o meio Knudson
adicionado de micronutrientes e também para o meio Knudson adicionado de
carvao sob luz Grolux (Tabela 5). Portanto, a adicdo de carvao ativado ao meio
de cultivo nem sempre tem se mostrado vantajoso (MOURA; MENEZES;
LEMOS, 2008).

Ao observar a Figura 9Ab, verifica-se que o meio Knudson adicionado
de carvdo sob a luz Grolux e fotoperiodo de 14h promoveu as maiores
plantulas de tamanho grande, porém em menor quantidade (somente seis
plantulas, correspondendo a 2,11% das plantulas tamanho grande) e sem a

formacéo (mediana) de gemas.
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A - Luz Grolux e fotoperiodo B - Luz hranca e fotoperiodo

C
€ — Luz Grolux e iluminagdo continua D - Luz branca e iluminagdo continua

Figura 9 — Plantulas de Bifrenaria tyrianthina, consideradas de tamanho
grande, submetidas aos tratamentos: a — Knudson, b — Knudson
mais carvao, ¢ — Knudson mais peptona, d — Knudson mais
micronutrientes. Barra = 2 cm.

Ja o meio Knudson adicionado de micronutrientes sob a luz Grolux e
iluminagdo continua (Figura 9Cd), também promoveu bom desenvolvimento de
plantulas consideradas de tamanho grande, mas o hiumero mediano de raizes,
folhas e gemas foi inferior ao meio Knudson adicionado de carvao ativado sob

a luz branca com iluminacdo continua (Figura 9Db), meio esse que
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proporcionou 0 maior nimero mediano de raizes (3), folhas (7,5) e gemas (2)

por plantulas.

4.2 Efeito de diferentes aditivos no desenvolvimento de plantulas de
Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor

Os dados da Tabela 6 ilustram a analise do indice de Crescimento de

Cattleya bicolor Lindl. em funcdo do meio de cultura.

Tabela 6 — Analise do indice de crescimento de Cattleya bicolor em resposta ao
meio de cultura.

Tratamentos Mediana Minimo Maximo
Knudson 2621,00° 1663,00 3346,00
Banana 1443,50% 1170,00 1600,00
Carvao ativado 1963,00% 1121,00 2257,00
Coco 2152,50%° 1795,00 2455,00
Micronutrientes 2126,00%° 934,00 2671,00
Peptona 2448,50° 2012,00 3614,00

A analise estatistica foi realizada pelo software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparacdes multiplas de mediana por intermédio de teste Dunn, com nivel de probabilidade de 5%.

O tratamento Knudson basico promoveu a maior mediana no indice de
crescimento de Cattleya bicolor, seguido desse meio adicionado peptona, o
que significa maior numero de folhas e raizes em relacdo aos demais meios,
para o cultivo de orquideas. Comprovando os resultados ja diagnosticados por
Morales (2004) com o uso de peptona, influenciando positivamente a formacao
de folhas de E. randii. Mas a eficiéncia da utilizagdo de peptona na cultura
assimbiotica de orquideas nao deve ser generalizada (GONCALVES, 2006).

A adicdo de banana ao meio Knudson produziu o menor indice de
crescimento em C. bicolor (Tabela 6). Tais dados contradizem as afirmacdes
de: Torres et al. (2001) ao mencionarem que a polpa de banana produz
diferentes efeitos, tais como espessamento do sistema radicular,
desenvolvimento da parte aérea, emissédo de brotos adventicios; Arditti e Ernst
(1993) confirmaram que a adi¢cdo de polpa de banana aumenta o namero de
brotos no cultivo de plantula de orquidea in vitro e, Silva (2003) ao afirmar que
as concentracdes de polpa de banana incorporadas ao meio Knudson
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influenciaram o desenvolvimento da orquidea BC Pastoral x LC Amber Glow de
maneira significativa, com ocorréncia de maior nimero de brotos, quando
adicionadas 75 gL™ de polpa; provavelmente, pelos elementos existentes na
composicao da polpa de banana que estimularam a multiplicacdo in vitro da
plantula. J& para Arditti et al. (1982), o uso da polpa de banana no cultivo in
vitro de orquideas também tem sido relacionado com processos de inibicdo da
germinacao de sementes.

Goncalves (2006) evidenciou que a utlizacdo de aditivos
indeterminados (dgua de coco, polpa de banana e carvao ativado) tem efeitos
mais pronunciados que a adicdo de suplementos determinados, como
micronutrientes ao meio de cultura Kc para o cultivo in vitro das espécies E.
randii e L. purpurata.

Para o crescimento de Catasetum fimbriatum (E. Morren) Lind. &
Paxton, a adicdo de banana ao meio de cultura Knudson tornou-se mais
eficiente (Tabela 7). Os dados condizem com as afirmacdes de Arditti e Ernst
(1993) ao sugerirem que a adicdo de polpa de banana aumenta o numero de
brotos no cultivo de plantula de orquidea in vitro.

Tabela 7 — Andlise do indice de crescimento de Catasetum fimbriatum em
resposta ao meio de cultura.

Tratamentos Mediana Minimo Maximo
Knudson 958,00 442,00 1708,00
Banana 1441,00° 1371,00 1576,00
Carvéo ativado 1282,50% 1034,00 1458,00
Coco 640,50% 521,00 708,00
Micronutrientes 606,50% 494,00 805,00
Peptona 1121,50% 929,00 1376,00

A analise estatistica foi realizada pelo software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparagdes multiplas de mediana por intermédio de teste Dunn, com nivel de probabilidade de 5%.

Para o género Paphiopedilum, a adicdo de polpa de banana ao meio
MS determina o desenvolvimento de gemas caulinares e ndo de raizes
(HUANG et al., 2001). De acordo com Seeni e Latha (1992), o meio nutritivo
(BM) enriquecido com 10% &agua de coco e 35 g L* de polpa de banana

madura resulta na producdo de um numero maior brotos em Renanthera
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imschootiana. Em L.purpurata, foi possivel evidenciar um marcante efeito da
adicao de polpa de banana ao meio Kc, determinando a morte dos explantes, e
nenhum efeito negativo na formagéo das plantulas (GONCALVES, 2006).

A adicdo de polpa de banana tem sido recomendada apenas na fase
de plantulas para o desenvolvimento de partes aéreas e radiculares (SHIAU et
al., 2002). Desta forma, o efeito da adicdo de polpa de banana poderé ser
diferente, dependendo da composi¢édo basica do meio, da espécie de planta, e
do explante cultivado in vitro (GONCALVES, 2006).

O meio Knudson adicionado de micronutriente proporcionou menor
indice de crescimento em C. fimbriatum; Diniz et al. (1999) salientam que o Fe
(micronutriente) e o Cu sao os nutrientes absorvidos em maior e menor
quantidade pelos explantes, respectivamente, as quantidades de
micronutrientes totais absorvidas pelos explantes, tomando como base o Fe,
seguem a ordem: Fe > Mn > Zn > B > Cu; no preparo do meio de cultivo, é
necessario verificar o teor de Cu nos reagentes, principalmente, no agar, na
tentativa de evitar problemas de excesso e toxicidade.

Para o desenvolvimento C. fimbriatum, o meio Knudson adicionado
agua de coco, também né&o proporcionou resultados positivos. Em relacédo a
eficiéncia da agua de coco para a manutencdo de explantes vivos no cultivo
assimbidtico de L. purpurata, o efeito positivo deste composto néo foi evidente
para a formacdo de plantulas e/ou desenvolvimento de partes aéreas e
radiculares (GONCALVES, 2006); confirmando os resultados obtidos no estudo
com C. fimbriatum. Cabe ressaltar que, em geral, a 4gua de coco resultou em
desenvolvimento e proliferacdo de protocormos em 25 espécies de orquideas

estudadas por Szendrak (1997) variando de espécie para espécie.

4.3 Efeito dos substratos bagaco de cana-de-agucar e po6-de-coco na
aclimatizagao de Bifrenaria tyrianthina

A aclimatizacdo com bagaco de cana-de-acUcar e pO6-de-coco nado
surtiu resultado nas circunstancias desse experimento, uma vez que as
plantulas ndo sobreviveram; consequentemente, esse substrato, nessa
condicdo, nédo pode ser indicado na aclimatizacdo de Bifrenaria tyrianthina,
independente do tamanho das plantulas utilizadas. Esse resultado contraria a
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pesquisa realizada por Stegani (2006) em que o substrato bagaco de cana-de-
aclcar e po-de-coco (1:1 v v') pode ser indicado para substituir o xaxim na
aclimatizacdo da orquidea Miltonia regnellii x Oncidium concolor.

4.4 Efeito dos substratos xaxim desfibrado e p6-de-coco na aclimatizagao
de Catasetum fimbriatum e Cattleya bicolor

A Tabela 8 mostra que, na aclimatizacdo de C. bicolor, o substrato
xaxim e po-de-coco sdo mais indicados quando as plantulas advierem do meio
Knudson adicionado a banana. Segundo Gongalves (2006), a adicdo de polpa
de banana pode produzir efeitos diversos, dependendo da cultivar e da
quantidade utilizada; desta forma, o efeito da adicdo de polpa de banana sera
diferente e deve depender da composi¢cdo basica do meio, da espécie de
planta e do explante cultivado in vitro.

Tabela 8 — Numero mediano de gemas de plantulas de Cattleya bicolor em
resposta ao meio de cultura e substrato apés aclimatacéo.

Tratamentos Mediana Minimo Maximo
Xaxim banana 2,00° 1,00 4,00
Xaxim Micronutrientes 1,00% 1,00 2,00
Xaxim peptona 1,50° 1,00 3,00
Xaxim coco 1,00° 1,00 4,00
Xaxim carvao vegetal 1,00° 1,00 2,00
Xaxim Knudson 1,00° 1,00 3,00
P6 coco banana 2,00° 1,00 4,00
P6 coco micronutrientes 1,00% 1,00 1,00
P6 coco peptona 1,00° 1,00 1,00
P6 coco coco 1,00° 1,00 1,00
P6 coco carvéo vegetal 1,00° 1,00 2,00
P6 coco Knudson 1,00° 1,00 4,00

A andlise estatistica foi realizada pelo software InStat, aplicando-se o teste de Kruskal-wallis, seguido de
comparacdes multiplas de mediana por intermédio de teste Dunn, com nivel de probabilidade de 5%.

Assis et al. (2005) ressaltam que a utilizacdo do coco como substrato
consiste numa alternativa para a preservacdo da samambaiacu, além disso,
ajuda a diminuir o volume de residuos gerados; sugere-se, ainda, a
substituicdo do xaxim por coco desfibrado e pela mistura de coco em pé com
coco em cubos no cultivo da orquidea Dendrobium nobile. A fibra de coco pode

ser considerada um substituto ao xaxim no cultivo do hibrido da orquidea
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Cattleya labiata X Cattleya forbesii (YAMAKAMI et al., 2006). Stegani (2006)
afirma que o p6-de-cocopuro também pode ser indicado para substituir o xaxim
na aclimatizacéo da orquidea Miltonia regnellii x Oncidium concolor.

A aclimatizacdo com fragmentos de carvdo vegetal ndo surtiu
resultado, uma vez que nenhuma das plantulas sobreviveu. O carvao vegetal
traz bons resultados em lugares de muita chuva, pois 0 mesmo nao se
decompdbe e ndo encharca; contudo, por ser muito leve, ndo segura a planta e,
em razdo de sua porosidade, tende a acumular sais minerais; portanto, esta é
uma das razdes pelas quais, o carvao vegetal deve ser regado com agua pura
frequentemente; e quando misturado ao xaxim, controla um pouco sua acidez,
conservando-o por mais tempo, uma vez que ele funciona como um filtro
(SENAI, 2006).

Quanto ao C. fimbriatum, ndo houve formacéo de brotos laterais em
relacdo aos substratos po-de-coco e xaxim; Assis et al. (2005) argumentam
que o0 numero de brotos é uma varidvel muito importante para os comerciantes
de orquideas, visto que na maioria das espécies, as flores sdo produzidas
apenas nos ramos novos. Como é o caso da C. bicolor que no carvéo vegetal
ndo houve plantulas sobreviventes apés o periodo de aclimatizacdo. O
substrato carvao vegetal com cinzas nao foi adequado para a manutencéo das
plantulas, uma vez que o0 mesmo nao retém agua, mostrando-se seco poucas
horas apOs a irrigacdo. Pode-se dizer que tais dados estdo diretamente
relacionados com a baixa capacidade de resisténcia ao estresse hidrico das
plantulas advindas do cultivo in vitro. Grattapaglia e Machado (1990) apontam
que a manutencédo de uma alta umidade relativa no ambiente, durante a fase
de aclimatizacdo de mudas, € de suma importancia para a sua sobrevivéncia.

Foi possivel observar grande variacdo entre aos parametros
observados nas espécies estudadas, e isso se deve ao fato da variabilidade
genética das orquideas. Nesse sentido, Cardim et al. (2001) enfatizam que os
caracteres florais e agentes polinizadores das orquideas sdo muito variados, e
isso se deve quase gque exclusivamente a variabilidade genética, sendo pouco
influenciados pelo ambiente. O mesmo autor salienta que ao estudar a espécie
de Oncidium varicosum, a partir de morfometria, € possivel detectar a

existéncia de variabilidade entre populacdes geograficamente proximas.
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Pansarin (2003) concluiu que em Epidendrum paniculatum ha a
polinizacdo cruzada, o que pode ter como consequéncia maior variabilidade
genética para as populacdes. Tais dados sao semelhantes aos constatados por
Bernardi et al. (2004) ao estudar o género Dendrobium. Os géneros
Brassavola, Catasetum, Cattleya, Eulophidium, Epidendrum, lonopsis,
Microlaelia, Oncidium, Pleurothallis, Polystachya e Rodriguezia tém
demonstrando grande variabilidade genética e também por motivos
econdmicos, estas espécies vém sofrendo com a constante depredacdo e
destruicdo de seus habitats (CARDOSO; ISRAEL, 2005).

No que se refere aos altos indices de coeficientes de variacdo
encontrados no presente estudo, reflexo da variabilidade genética, recomenda-
se que mais estudos sejam realizados considerando, para tanto, o meio de
cultura x espécie como salientado por Goncgalves (2006) e Moraes (2003).
Também, sdo necessarios estudos relativos a acdo dos complementos
utilizados nos meios nutritivos, seus efeitos na fisiologia da plantula, a
mensuragdo de pH como proposto por Colombo et al. (2005), assim como a

espécie x substrato de aclimatizacao.
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5. CONCLUSOES

Para a germinacdo de Bifrenaria tyrianthina pode-se verificar que a
auséncia de iluminacao foi adequada em todos os tipos de tratamentos. Quanto
ao desenvolvimento das plantulas, pode-se indicar o meio Knudson adicionado
de carvao ativado sob iluminacdo continua e luz do tipo branca, pois 0 mesmo
promoveu o crescimento mediano.

Quanto a Cattleya bicolor, o tratamento Knudson basico, sob luz
branca continua, promoveu a maior mediana quanto ao indice de crescimento,
0 que significa maior nimero de folhas e raizes em relacdo aos demais meios.

Para o crescimento de Catasetum fimbriatum, a adicdo de banana ao
meio de cultura Knudson, sob luz branca continua, mostrou-se mais eficiente.

A aclimatizacdo de B. tyrianthina com bagaco de cana-de-acucar e p6-
de-coco né&o surtiu resultado nas circunstancias desse experimento, uma vez
que as plantulas ndo sobreviveram; consequentemente, esse substrato, nessa
condicdo, nao pode ser indicado na aclimatizacado dessa espécie.

Na aclimatizacdo de C. bicolor, os substratos xaxim e p6-de-coco séo
recomendados por produzirem resultados significativos quando as plantulas
forem provenientes do meio Knudson adicionado a banana. Analisando que o
xaxim é uma planta em extincdo, recomenda-se 0 pé-de-coco na aclimatizacao.

Quanto ao C. fimbriatum, ndo foi constatado formacdo de brotos
laterais em relacdo aos substratos pé-de-coco e xaxim. Considerando que o
namero de brotos é uma variavel muito importante para os comerciantes de
orquideas, novos experimentos devem ser realizados com outros tipos de
substratos, que possam ser avaliados como ideais para essa espécie.

Salienta-se, ainda, que a manutencao de uma alta umidade relativa do
ar no ambiente durante a fase de aclimatizacdo de mudas, € muito importante
para a sobrevivéncia das plantulas e a variagdo brusca de temperatura também
pode interferir nesse processo, sendo assim, sugere-se que nOS primeiros
meses de aclimatizacao as plantulas fiquem em ambientes onde a temperatura

e a umidade relativa do ar possam ser controladas.
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A grande variabilidade genética justifica a necessidade de continuadas
pesquisas para que se estabelecam as condi¢gbes apropriadas para o cultivo in
vitro e aclimatizacdo das espécies de orquideas.

Sugere-se, ainda, estudo detalhado de modelos estatisticos, para que se
possa encontrar o mais adequado aos experimentos realizados com

Orchidaceae.
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