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RESUMO

BETTAO, Fernando Cezar, Universidade Estadual de Maringa, Junho, 2009.
Efeito de variedades e concentragbes de polpa de banana no
desenvolvimento in vitro de Cattleya walkeriana Gardner (Orchidaceae)
Orientadora: Prof?. Dr®. Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Co -
orientadora: Prof?. Dr® Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

O mercado de plantas ornamentais encontra-se em crescente expanséo,
principalmente em relacao as orquideas, por serem plantas de imensa beleza,
e com um mercado muito promissor. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
estabelecer uma formulagdo adequada de meio de cultura, com base na
suplementacdo com polpa de banana, para o desenvolvimento in vitro de
Cattleya walkeriana Gardner. Foram preparados meios de cultura, com base na
férmula nutritiva “C” de Knudson suplementados com 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140 e 160g:-L™" de polpa de banana das variedades ‘maca’, ‘nanica’ e ‘prata’.
Apbés 6 meses de cultivo in vitro, a andlise das plantulas revelou que a
suplementacdo do meio KC com polpa de banana de qualguer uma da trés
variedades, estimulou a producédo de raizes, com efeito mais pronunciado nas
concentracdes de 80 e 100g:.L™. As concentracbes de 120 e 140g-L™*
estimularam de forma significativa o nimero e o comprimento das folhas. Nas
concentragdes maiores de polpa de banana, também foi evidente uma menor
variagdo do pH inicial do meio de cultura. Para p romover o desenvolvimento de
plantulas de C. walkeriana em meio KC usando polpa de banana, a estratégia
recomendada € que as plantulas sejam inoculadas inicialmente no meio
suplementado com 100g:L™ de polpa de banana prata ou nanica, e ap6s a
formacdo de novas raizes estas plantulas sejam transferidas para meio KC

contendo concentracdes iguais a 120g-L * de polpa de banana prata.

Palavras-chave: Cultivo assimbiotico, orquideas, suplemento indeterminado.
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ABSTRACT

BETTAO, Fernando Cezar, Universidade E stadual de Maringa, June, 2009.
Effect of different varieties and concentrations of banana pulp in in vitro
development of Cattleya Walkeriana Gardner (Orchidaceae)

Adviser: Prof? Dr® Maria de Fatima Pires da Silva Machado. Co-Adviser: Prof?.
Dr?. Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre.

The ornamental plants market is in current expansion, especially the orchids
which are plants of remarkable beauty and have a promising market. In such
context, the goal of this study was to establish an adequate culture med ium
formula, based on banana pulp supplementation, for the in vitro growth of
Cattleya walkeriana Gardner. The culture media were prepared, based on the
nutritional formula “C” Knudson supplemented with 20, 40, 60, 80, 100, 120,

140 and 160 g L-* banana pulps of the ‘maca’, ‘nanica’ and ‘prata’ varieties.
After 6 months of in vitro cultivation, the analysis of the seedlings showed that
the supplementation of the KC medium using any of the three banana pulp
varieties, had stimulated root formation, having a more outstanding effect in the
80 and 100 g L™ concentrations. The 120 and 140 g L™ concentrations have
stimulated significantly the number and length of leaves. In Higher
concentrations of banana pulp it was shown a lesser variation of the medium
initial pH. In order to promote the development of C. walkeriana seedlings in KC
medium using banana pulp, the recommended strategy is that the seedlings
should be initially inoculated in the 100 g L™ supplemented medium using
‘prata’ or ‘nanica’ banana pulp varieties, and after the growth of new roots,
these seedlings should be transferred to the 120 g L™* KC medium of “prata’

banana pulp variety.

Keywords: assimbiotic cultivation, orchids, undetermined supplement
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1. INTRODUCAO

A familia Orchidaceae é uma das maiores entre as faner6gamas, sendo
altamente especializada, e a mais evoluida dentre as monocotileddéneas
(DRESSLER, 1993); devido a beleza e diversidade de suas flores, as
orquideas sempre atrairam a atencdo de colecionadores e pesquisadores,
especialmente as espécies e hibridos intragenéricos e intraespecificos de
Cattleya e Laelia, que séo de interesse comercial em razdo da beleza, tamanho
e durabilidade de suas flores.

O cultivo de espécies e hibridos de orquideas tem sido realizado desde
que se iniciou sua producao comercial, no século XIX, sendo que 0 primeiro
hibrido interespecifico registrado teve como parental uma espécie de Cattleya,
em 1850. Até o ano de 2001 foram registrados 80.318 hibridos dos géneros
Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Oncidium, Phalaenopsis e Vanda, os quais
constituem os componentes mais importantes do comércio internacional de
orquideas conforme enfatizado em Convencién (2002).

Segundo Soncin et al. (2009), as exportacdes brasileiras de flores
chegaram a 25 milhdes de dolares em 2004, com crescimento anual de 25%.
Atualmente, a floricultura paulista ocupa cerca de 60% do mercado nacional,
movimentando valores em torno de US$ 900 milhdes no varejo. As orquideas
ainda compdem uma pequena parte desse contexto, porém com cres cimento
econdmico anual de mais de 100%. Em adicdo, segundo o mesmo autor, 0
Brasil possui notérias vantagens comparativas para especializar -se na
producgéo de flores, devido aos microclimas privilegiados, a disponibilidade de
terrenos, agua, mao-de-obra, tecnologias agronémicas, infra-estrutura
aeroportuaria e canais de distribuicdo adequados. Estes fatores incidem
diretamente na qualidade do produto, a0 mesmo tempo em que permitem um
adequado e racional manejo dos custos, oferecendo pregos competitivos nos
mercados externos.

Uma das singularidades da familia Orchidaceae é a producédo de
milhares de pequenas sementes em cada fruto (DRESLLER, 1993), e o
processo de germinacdo, na natureza, ocorre depois de instalada uma

simbiose com fungos micorrizicos, em troncos e ramos de arvores (epifitas),



sobre rochas (rupiculas), no solo (terrestres), advindo do microrganismo o0s
produtos necessarios para o desenvolvimento dos embrides (PAULA e SILVA,
2002).

Nas espécies de orquideas tropicais, consideradas por Yam e
Weatherhead (1988) como faceis de germinar in vitro, os métodos de
germinacdo simbiotica foram substituidos pelo procedimento de germinagéo
nao-simbidtica, apos Lewis Knudson (1922), relatar que o fungo ndo era
necessario para a germinacdo das sementes de orquideas, caso fossem
semeadas sobre meio de cultura que contém &gar, sais apropriados e uma
fonte de carboidratos. Assim, com a tecnologia da germinagdo assimbiotica,
milhares de plantulas podem chegar a maturidade a partir de um anico fruto.
Das varias férmulas nutritivas propostas por Knudson, a mais conhecida é a
férmula C (KNUDSON, 1946), sendo este um dos meios mais utilizados para a
maioria das espécies de orquideas epifitas.

De acordo com Convencion (2002), dentre as milhares de orquideas
comercializadas anualmente, 95% destas séo propagadas in vitro, diminuindo o
namero de plantas coletadas em seu ambiente natural. Atualmente, a cultura
assimbidtica, ou semeadura in vitro, constitui um método da biotecnologia
vegetal, relevante do ponto de vista com ercial e ecoldgico, por contribuir com a
producdo de mudas que serdo disponibilizadas ao comércio floriculturista.
Neste sentido, o desenvolvimento de métodos biotecnolégicos para
incrementar a germinacao e o desenvolvimento das plantulas de orquideas tem
sido considerado um investimento prioritario.

Diversos sdo os aditivos ou suplementos que podem ser adicionados as
formulacdes basicas do meio de cultura para o crescimento in vitro das
espécies de orquideas, com os objetivos de aumentar a produtividade,
obtendo-se plantulas vigorosas e sadias, reduzir o tempo de cultivo e 0s custos
de producdo. Como exemplo destes suplementos pode -se citar a agua de coco
e a polpa de frutos, em especial a polpa de banana nanica. Como a maioria
dos aditivos ou suplementos € adicionada aos meios de cultura de forma
empirica, existe ainda um déficit de informagfes sobre seus efeitos sobre os
explantes cultivados in vitro, em relacdo a muitas espécies e/ou hibridos de
orquideas nativas brasileiras ou exéticas. Como o mercado de plantas

ornamentais € altamente competitivo, as informacdes relacionadas a



composicdo dos meios de cultura sdo pouco disponibilizadas, devido ao
interesse econdmico das empresas de micropropagacao.

A polpa de banana é utilizada nos meios nutritivo por ser de baixo custo
e facil obtencdo por parte dos laboratérios comerciais de producdo de
orquideas, mas seu efeito ndo € discutido perante os resultados obtidos. Desta
forma, a proposta no presente estudo foi investigar o efeito da adi¢cdo de polpa
de banana, de diferentes variedades e em varias concentracdes, a0 meio
Knudson C, para o desenvolvimento de plantulas de Cattleya walkeriana
Gardner, com o intuito de facilitar a aplicagéo da técnica e reduzir os custos de

producdo de mudas de orquideas.



2. REVISAO DE LITERATURA

O mercado de flores e plantas ornamentais encontra -se em expansao no
Brasil, e dentre as espécies produzidas estdo as orquideas, como destaque
para as espécies e hibridos de Cattleya. Esse mercado é altamente
competitivo, mas informacgfes relacionadas a producdo de mudas em larga
escala sdo pouco disponiveis. Quanto as Orchidaceae, umas das
caracteristicas marcantes € o desenvolvimento vegetativo muito lento sob
condi¢des naturais; enquanto que o cultivo destas por sementes, in vitro, sob
condicdes controladas de laboratorio, permite acelerar o processo, mediante a
otimizacdo dos fatores relacionados com a nutricdo mineral das plantulas.

A adicdo de suplementos indeterminados as formulacdes bésicas de
meios de cultura para produc¢éo de orquideas in vitro, tais como a agua de coco
e polpas de frutos, € um aspecto polémico do ponto de vista fisiolégico, devido
a indeterminacdo de sua composi¢cao quimica perante o grau de maturacao, e
possibilidade de composicdo quimica sazonal dos frutos, devido aos fatores
relacionados ao clima e solo da regido onde foram cultivados. Além disso,
estes suplementos sdo usados em quantidades e interagbes aleatorias, mas
com evidéncias de resultados positivos (MORALES, 2004; MORALES et al.,
2006; FREITAS et al., 2006; GONCALVES et al., 2006; PRIZAO et al., 2006),
embora a maioria dos estudos né&o relate sobre a interferéncia do suplemento
indeterminado usados, em relagdo aos resultados obtidos in vitro.

De acordo com as revisdes de Arditti (1992) e Caldas et al. (1998) os
experimentos desenvolvidos in vitro tém demonstrado que a polpa de banana é
o melhor suplemento para a diferenciacdo de Orgdos e promotor de
crescimento de raizes e folhas em plantulas de orquideas. Arditti et al. (1982)
recomendam o uso de 90 g-- L™ de polpa de banana variedade “nanica” com
cascas amarelas (ainda sem pintas marrons), para o crescimento in vitro de
diferentes espécies de orquideas, enquanto que Torres et al. (2001) sugerem a
possibilidade do uso de frutos verde ou maduro de banana, resultando em
diferentes efeitos no crescimento e desenvolvimentos das plantulas cultivadas,

com resultados diferenciados para cada espécie e quantidade utilizada.



Segundo Hinnen et al. (1989) a polpa de banana pode estimular o
crescimento das plantulas de orquideas in vitro, sendo este efeito determinado
pelas substancias existentes em cada variedade de banana, embora os fatores
diretamente envolvidos no processo de desenvolvimento vegetal sejam ainda
desconhecidos. Além disso, (ARDITTI e ERNST, 1993) confirmaram que a
adicdo da polpa de banana no meio nutritivo aumenta o nimero de plantulas
obtidas a partir dos explantes in vitro.

Estes efeitos diferenciados podem ser confirmados nos estudos de
Flachsland et al. (1996), ao utilizarem 70 g-- L™ de polpa de banana (frutos
verdes), para obter maiores porcentagens de germinacdo das sementes para
algumas espécies de orquideas, enquanto que Yam e Weatherhead (1988),
observaram que ocorreu inibicdo da germinacdo de varias espécies de
orquideas de Hong Kong, ao utilizar o meio de Knudson suplementado com
100 g- L™ de polpa de banana, mas este suplemento incrementou o
desenvolvimento das plantulas. A semelhanca dos estudos acima, Lo et al.
(2004) indicaram o uso do meio nutritivo MS (MURAS HIGE E SKOOG, 1962)
modificado com a adi¢éo de polpa de banana, suco de batata ou agua de coco
para melhor crescimento das plantulas de Dendrobium.

Silva (2003), trabalhando com um hibrido secundéario de Brassavola,
Cattleya e Laelia concluiu que a polpa de banana (100 g-- L™) incrementou o
ndmero de brotos adventicios nas plantulas, estando também relacionada com
o alongamento das raizes e peso fresco das plantulas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Araujo et al. (2006), com plantulas de hibrido de
Cattleya loddgesii e suplementac&o do meio nutritivo de Knudson com 100 g-L*
de polpa de banana, promovendo o crescimento da parte aérea e da raiz e 0
aumento da massa fresca de raizes; e por Stancato et al. (2008), com Laellia
longipes, Miltonia spectabilis e Laelia tenebrosa, utilizando 50 g:L™ de polpa de
banana, podendo concluir que na presenca deste suplemento ocorreu maior
acumulo de matéria seca nas raizes e parte aérea das plantulas in vitro.

Dentre os componentes principais da polpa de banana estdo 18 a 25%
de carboidratos totais, variando de acordo com a variedade analisada,
conforme concluiram Jesus et al. (2004). Conforme salientado por Bassinello et
al. (1999) os frutos da bananeira tornam-se doces com o amadurecimento,

como resultado da degradacgdo do amido acumulado durante a sua formagéo,



com consequente conversdo em acucares soluveis, especialmente a sacarose.
Este carboidrato € um componente indispensavel na formulacdo dos meios de
cultura in vitro, servindo como fonte de esqueleto carbénico e energia ao
explantes.

Nas culturas in vitro a propor¢ao de sacarose nas formulagdes nutritivas
permanece entre 20 g-L ™, como no meio C de Knudson; e 30 g-- L™, como no
meio MS. Entretanto, 0 aumento nesta concentragdo de carboidrato solavel
pode trazer alteragbes no padrdo de desenvolvimento dos explantes. Assim,
Chu e Ribeiro (2002) observaram que o aumento na concentragdo de 6 -
benzylaminopurine (0 para 22 pM) e sacarose (15 g L™ para 80 g L™)
influenciou o acumulo de carboidratos soluveis e amido, ao mesmo tempo que
retardou o desenvolvimento das folhas em relagdo as plantas que foram
cultivadas em ambiente natural e estimularam a formagdo de bulbilhos nos
explantes de Dioscorea cultivadas in vitro.

Quanto aos resultados obtidos com a suplem entacdo de sacarose as
formulagBes nutritivas para orquidea in vitro, Oliveira (2003) concluiu que 60 g
L™ sacarose foi a melhor concentracéo de aclicar para o desenvolvimento de
plantulas de Oncidium varicosum, enquanto que Faria et al. (2004) cultivando
Dendrobium nobile em diferentes concentragbes de sacarose no meio de
cultura MS, observaram que houve crescimento da parte aérea das plantulas
mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, porém a maior
concentragdo do carboidrato ndo estimulou o dese nvolvimento de novas raizes
adventicias.

Buyun et al. (2004) obtiveram 100% de germinagdo de sementes de
orquideas tropicais quando cultivadas em meio Knudson C acrescido de carvao
ativado, peptona e 50 g-- L™ de fons potassio.

Outro fator diretamente relacionado com o desenvolvimento dos vegetais
in vitro € o potencial hidrogeniénico do meio de cultura. Os efeitos do pH
dependem das substancias presentes no meio de cultura e em muitos estudos
a verdadeira composicdo do meio de cultura usado ndo € totalm ente
conhecida. Sendo dificil determinar se o efeito do pH nos embrides e plantulas
€ direto ou indireto e devido a disponibilidade dos componentes do meio de

cultura (ARDITTI, 1967). Mesmo ajustado, o pH ap6s a autoclavagem pode



influenciar diretamente no desenvolvimento dos tecidos vegetais in vitro
(ARDITTI e ERNST, 1993).

Arditti et al. (1982) afirmam que a faixa 6tima de pH do meio nutritivo
para a germinacdo de sementes de orquideas é de 4,8 a 5,2, entretanto
podendo ocorrer germinagao na faixa de pH de 3,3 a 3,7. Pierik et al. (1988),
ao analisarem diferentes pH (5,5; 6,0; 6,5, e 7,0), verificaram bom
desenvolvimento de Paphiopedilum ciliolare em pH menor que 7,0, com a
inibicdo do crescimento das plantulas sob pH 7,0.

Morales (2004) recomenda que a substituicdo do meio de cultura
utilizado no cultivo in vitro de orquideas seja realizado de 4 a 5 meses, quando
levado em consideracéo os valores de pH do meio em questdo. Skirvin et al.
(1986), sugerem que embora alguns pesquisadores facam as medicdes
do pH apds a autoclavagem, esta pratica ndo é rotineira, ndo ficando
explicito qual valor de pH a cultura foi iniciada.

Além disso, trabalhando com citros Ribeiro et al. (1997) relataram que o
maior percentual de hidratacdo de tecidos destas plantulas foi m aximizado em
pH 6,7 com a concentragdo de 10,5 g- L de agar e a menor hidratacao
ocorreu nos tecidos dos embriées quando cultivados em meio nutritivo com
valores de pH mais elevados.

Dos variados meios de cultura utilizados para orquideas, pode -se
verificar uma variacdo dos valores de pH ajustados antes da
autoclavagem ou esterilizagdo por filtragem. O meio de cultura KC foi
ajustado entre 5,2 a 5,5 por Kerbauy (1984), Lakshmanan et al. (1995) e
Martini et al. (2001). Ao contrario, o meio nutritivo MS (c ompleto ou com
metade dos sais), bem como o meio de cultura VW (VACIN E WENT,
1949), modificados ou nao, foram ajustados em torno de 5,2 a 5,8 por
Chen e Chang (2000) e Chen et al. (2002), Huan et al. (2004),
Lakshmanan et al. (1995), e Park et al. (2003).



3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relativos ao cultivo assimbiético de Cattleya walkeriana
Gardner (Orchidaceae) (Figura 1) em meio de cultura, com diferentes
variedades comerciais e concentragdes de polpa de banana, foram realizados
no Laboratério de cultivo de Orquideas localizado no museu dinamico

interdisciplinar (bloco 33) da Universidade Estadual de Maringd — Parana.

Figura 1: Flor de Cattleya walkeriana.

As plantulas utilizadas foram obtidas de sementes germinadas
assimbioticamente sobre meio de cultura C de Knudson (1946), modificado
pela substituicdo de 100 mL/L da agua destilada da formulacdo origina |, por
agua de coco (endosperma de frutos imaturos) com seis meses de cultivo
(figura 2).

Figura 2: Plantulas de C. walkeriana, obtidas da Universidade Estadual de

Maringé apds 6 meses de cultivo in vitro.



O meio de cultura empregado para o crescimento das plantulas de C.
walkeriana foi o meio KC (KNUDSON, 1946), suplementado com polpa de
banana das variedades comerciais “maca’, “nanica” e “prata’, nas
concentracdes de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, e 160 g-L *, sendo o pH
ajustado para 5,3 + 0,1 antes da autoclavagem por 20 minutos a 1 atm.

Também foram realizadas analises das polpas de banana no laboratoério
de aguas e alimentos da Universidade Estadual de Maringa, sendo assim

acrescentados no meio; acucares totais, fésforo, sodio, calcio e pota ssio como
descrito na (tabela 1).



Tabela 1. Concentra¢des de acucares totais, fosforo, sddio, célcio, e potassio, acrescidos ao meio nutritivo pela a adicdo das

diferentes concentracées (20 — 160 g-- L™*) da polpa de banana maca (BM), banana nanica (BN), e banana prata (BP).

Concentragfes Acucares fosforo Sadio calcio Potassio
(g LY totais
BM BN BP BM BN BP BM BN BP BM BN BP BM BN BP
20 4,11 3,36 4,86 4,16 3,08 3,22 127 279 484 0,73 1,03 1,31 58,00 63,83 61,83
40 8,23 6,72 9,73 833 6,16 6,45 255 558 9,68 1,46 2,07 2,63 116,00 127,60 123,67
60 12,34 10,08 14,60 12,49 9,24 9,68 3,83 8,38 14,52 220 3,10 39 174,00 191,50 185,50
80 16,46 13,44 19,47 16,66 12,32 1291 511 11,27 19,36 2,93 4,14 5,26 232,00 255,33 247,34
100 20,58...16,81 24,34 20,83 1540 16,14 6,39 13,97 24,20 3,67 5,18 6,58 290,01 319,17 309,18
120 24,69 20,17 29,20 24,99 18,48 19,36 7,66 16,76 29,04 4,40 6,21 7,89 348,01 383,00 371,01
140 28,81 23,53 34,07 29,16 21,56 22,59 894 19,55 33,88 513 7,25 9,21 406,01 446,83 432,85
160 32,92 26,89 38,94 33,32 24,64 25,82 10,22 22,35 38,72 5,87 8,28 10,52 464,01 510,67 494,68
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Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.
Apés a inoculacao das plantulas, os frascos de cultura foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, e com iluminagdo continua
obtidas de lampadas fluorescentes de 40W.

Ap6s 6 meses in vitro as plantulas foram analisadas quanto ao
desenvolvimento da parte aérea e raizes (numero de folhas, nimero de raizes,
comprimento da parte aérea e comprimento das raizes).

O delineamento experimental foi inteiramente casual, com seis
repeticbes, sendo os dados analisados estatisticamente, utilizando -se o
programa SAS (System for Windows V8), e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, em nivel de 5 % de probabilidade de erro para a comparacdo das

médias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da adicdo de concentracOes de polpa de banana para o
desenvolvimento de raizes e de folhas em plantulas de Cattleya

walkeriana

A adicdo de diferentes concentragbes de polpa de banana ao m eio de
cultura KC estimulou a producdo de raizes nas plantulas de Cattleya
walkeriana (Tabela 2). O efeito da adicdo de polpa de banana foi mais
pronunciado para estimular a indug&o de raizes nas concentracdes de 80 e 100
g-L™ (Figura 3B), mas foi possivel evidenciar que qualquer uma das diferentes
concentracdes de polpa de banana estimulou a inducdo de raizes quando
comparada com a auséncia de polpa de bananas (Tabela 3). O menor niumero
de raizes em plantas de C. walkeriana foi verificado na auséncia de qualquer
uma das oito concentracdes de polpa de bananas testadas no presente estudo
(Figura 3A). Por outro lado, também foi evidente que concentracdes de polpa
de banana igual ou maior que 120 gL' determinaram um nimero de raizes
menor que o nimero verificado com a adigcédo de 80 ou 100 g-L ™. Isso é uma

evidencia de que o efeito positivo da adicdo de polpa de bananas ao meio de

cultura é dependente da concentragdo usada.

Figura 3A: Culturas de Cattleya Figura 3B: Culturas de Cattleya

walkeriana, cultivadas em meio KC. walkeriana, cultivadas em meio KC
suplementado com polpa de banana
80 gL
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O tipo de banana também estimulou de forma diferencial a inducéo de
raizes nas plantulas de C. walkeriana (Tabela 2). A Tabela 2 mostra os efeitos
diferenciais significativos das diferentes concentragbes de polpa das 3
variedades de bananas e a interagdo significativa entre as diferentes
concentracdes e o tipo de banana usado para a producdo de raizes nas
plantulas de C. walkeriana. As adi¢cbes de polpa de bananas nanicas e
bananas prata induziram a formacdo de um numero maior de raizes nas
plantulas de C. walkeriana (Tabela 3). As diferentes concentracdes de polpa de
banana macgéa foram menos eficientes do que a polpa de banana nanica ou de
banana prata, para estimular a formagdo de raizes nas plantulas de C.
walkeriana.

A comparacdo do numero de folhas formadas nas plantulas de C.
walkeriana mostrada nas Tabelas 2 e 3 também evidenciam que a
suplementacdo do meio KC com diferentes concentra¢des de polpa d e banana
€ uma estratégia interessante para estimular a producdo de partes aéreas
nestas plantulas. Nas plantulas de C. walkeriana o maior numero de folhas foi
observado naquelas cultivadas com concentracbes de 120 e 140 g-L *,
superiores a 100 g-L™ considerada como adequada para estimular a producéo
de raizes. A concentracdo de 120 g-L * de polpa de banana (Figura 4) também

foi efetiva para estimular o alongamento das raizes e das folhas (Tabela 3).

Figura 3A: Culturas de Cattleya Figura 4 Culturas de Cattleya

walkeriana, cultivadas em meio KC. walkeriana, cultivadas em meio KC
suplementado com polpa de banana
120 g-L ™.
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TABELA 2. Analise de variancia para as caracteristicas NR (numero de raizes), NF (nimero de folhas), CR
(comprimento das raizes), e CF (comprimento das folhas) de plantulas de Cattleya walkeriana, cultivadas em meio
KC suplementados com 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 g-L™ de polpa de 3 tipos de bananas (magca, nanica, e
prata) e variacdo do pH do meio apés 6 meses da inoculacao.

QUADRADOS MEDIOS

GL
Fontes de Variacao NR NF CR CF pH
Concentragéo 8 45,7281** 48,9765** 130,0365** 22,9742** 8,7530**
Tipo de banana 2 16,5125* 70,5468** 30,4001 ** 0,8256 " 17,2778**
Concentracéao x Tipo de

14 12,3375** 17,4968** 15,4765** 3,3400** 2,6592**
Banana
Residuo 975 1,8650 1,6527 2,0472 0,2242 0,0340
CV (%) 42,03 24,15 46,67 28,32 5,37

** Significativo em nivel de 1 % de probabilidade, teste F

NS Nao significativo.
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O efeito diferencial dos tipos de bananas usados també m foi evidente na
inducdo de partes aéreas das plantulas e também para estimular o crescimento
das folhas e raizes (Tabela 3). As Tabelas 2 e 3 mostram os efeitos significativos e
contrastantes da adicéo de polpa de banana maca para a inducédo de folhas e p ara
o crescimento destas. O numero de folhas nas plantulas de C. walkeriana foi maior
no meio KC suplementado com polpa de banana maca, mas para o crescimento
destas € possivel recomendar a adicdo de polpa de banana prata ou nanica,
porque o crescimento das folhas foi igualmente maior nos meios suplementados
com polpa de banana prata ou com polpa de banana nanica. A Tabela 3 mostra
ainda que a polpa de banana prata e de banana nanica, em qualquer das
concentragcdes foram igualmente eficientes para induzir a formacdo e o

crescimento das raizes em plantulas de C. walkeriana.

Tabela 3. Teste de média para as variaveis NR (numero de raizes), NF (numero
de folhas), CR (comprimento das raizes), e CF (comprimento das folhas), das
plantulas de Cattleya walkeriana, cultivadas em meio KC contendo diversas
concentragdes (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, e 160 g-L ) de polpa de banana
(macd, nanica, prata), e variagcdo do pH do meio apos 6 meses da inoculacao.

é?[‘.‘f)e””a‘?oes NR NF CR CF pH
Zero 1,88 ¢ 5,40 ™ 0,97 © 1,03 ¢ 3,07
20 2,98 ¢ 4,89 « 1,45 % 1,08 ¢ 3,03"
40 3,33 5,05 Ped 1,86 ¢ 1,18 ¢ 3,16 ©
60 3,63° 5,48 P 3,35 ¢ 1,56 © 3,34 ¢
80 3,78 % 4,61 ° 3,44 °° 1,71°¢ 3,44 °
100 4,252 4,64 ° 3,91 % 1,98° 351°
120 3,28 ¢ 6,46 2 4,422 2,382 3,53°
140 30°¢ 6,132 3,89 & 2,13° 357"
160 2,201 5,29 P 2,01°¢ 1,57 ¢ 3,982
Tipo de banana
maca 2,92° 5,80 2 2,76 ° 1,58 ° 321°
nanica 3,362 5,14 ° 2,97° 1,682 3,42°
prata 3,502 4,96 ° 3,502 1,752 3,692

Médias seguidas pelas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de
probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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Deste modo, para promover o desenvolvimento de plantulas de C.
walkeriana em meio KC suplementado com polpa de banana, uma estratégia que
pode ser recomendada € que as plantulas sejam inoculadas inicialmente no meio
suplementado com 80 — 100 g-L™* de banana prata, e apés a formacdo de novas
raizes estas plantulas sejam transferidas para meio KC contendo 120 g-L ™ para
estimular o crescimento das raizes e crescimento das folhas. Embora o numero de
folhas formadas tenha sido maior em meio suplementado com banana maca, a
transferéncia para o meio contendo 120 g-L* de banana prata parece ser uma
forma de economizar tempo e capital.

O efeito positivo da polpa de banana mac¢éd para induzir a formacao de
partes aéreas foi também evidente na andlise da formacao de brotos (gemas) nas
plantulas de C. walkeriana (Tabelas 4 e 5). O numero maior de brotos foi
verificado nas concentracdes maiores de polpa de banana (140 e 160 g-L ™) e no
meio suplementado com polpa de banana nanica ou de banana maca. A
comparacdo do numero medio de brotos formados nas plantulas mantidas no meio
suplementado com polpa de banana nanica e de banana maca foram igualmente

eficientes pelo teste de Tukey (Tabela 5).

TABELA 4. Analise de variancia para as caracteristicas NB (nimero de brotos)
formados em plantulas de Cattleya walkeriana, cultivadas em meio KC
suplementados com 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 g-L* de polpa de 3
tipos de bananas (maca, nanica, e prata) e variacdo do pH do meio apds 6 meses
da inoculagéo.

Quadrados Médios

Fonte de Variacéao GL NB pH
Concentracéo 8 61,7100** 0,8816**
Tipo de Banana 2 91,0104* 1,6796**
Concentracao x Tipo de Banana 14 36,1056** 0,2658**
Residuo 9,59 0,0445
CV (%) 57,24 6,13

** Significativo em nivel de 1 % de probabilidade, teste F
NS N&o significativo.

Em outras espécies do género Cattleya, o procedimento recomendado para

induzir a formacao de brotos para a micropropagacao in vitro destas espécies e
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também de hibridos de Cattleya, tem sido a adicdo de IBA (&cido indolbutirico) ao
meio de cultura (KERBAUY, 1991). Para a espécie C. walkeriana, a adicédo de 1,0
ou 1,5 mg-L™? de IBA sozinho ou combinado com 6-BA foi considerado como a
forma mais efetiva para induzir o brotamento e o desenvolvimento de plantas
(partes aéreas e raiz) (KRAPIEC ET AL., 2003). Ainda estes mesmos autores,
relataram que o numero meédio de brotos formados em meio de cu ltura
suplementado com 1,5 mg-L™ de IBA foi cerca de 2,78 brotos por plantulas.
Apesar do numero de brotos registrados pelos referidos autores ter sido
considerado como eficiente para realizar a micropropagagdo da espécie C.
walkeriana, a suplementacdo do meio KC com as diferentes concentragcoes de
polpa de banana testadas no presente estudo (20 — 160 g-L™) foram mais
eficientes porque induziram valores maiores do que 2,79 brotos por plantula
(Tabela 5) para o numero médio de brotos induzidos nas plantula de C.
walkeriana. No meio suplementado com 160 g-L ™ de polpa de banana, o nimero
médio de brotos formados foi igual a 10,25 brotos por plantula (Figura 5),
atestando desta forma, a eficacia da suplementacédo do meio de cultura com polpa
de banana, e sugerindo um efeito para a polpa de banana que simula o efeito da
auxina IBA ao meio de cultura.

Figura 3A: Culturas de Cattleya Figura 5: Culturas de Cattleya

walkeriana, cultivadas em meio KC. walkeriana, cultivadas em meio KC
suplementado com polpa de banana
160 g-L™.
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Tabela 5. Teste de média para as variaveis NB (numero de brotos) formados em
plantulas de Cattleya walkeriana, cultivadas em meio KC contendo diversas
concentragdes (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, e 160 g-L %) de polpa de banana

(macd, nanica, prata), e variagcdo do pH do meio apos 6 meses da inoculacao.

Concentracdes
LD NB pH

Zero 5,750 ° 3,07
20 3,917° 3,03°
40 2,790 ° 3,17 %
60 4,167° 3,37 P«
80 5,667 ° 3,44
100 3,417° 351°
120 6,167 ° 3,53°
140 6,833 * 3,57°
160 10,2502 3,982
Tipo de banana

maca 4,9722 2 321°¢
nanica 7,2813 2 3,42°
prata 4,0313° 3,692

Médias seguidas pelas letras ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de

probabilidade, pelo Teste de Tukey.

A polpa de bananas tem sido usada como suplemento de diferentes meios
de cultura de orquideas desde 1950, conforme registrado no trabalho de revisao
de Yam e Arditti (2009). O efeito positivo da primeira adicdo de polpa de banana,
feita no Brasil pelo pesquisador Graefling er, estimulou diversos pesquisadores da

area a adotar esta pratica, independentemente de conhecer os efeitos especificos
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da polpa de banana (ARDITTI E ERNST, 1984). Seis décadas apos a adocao
desta préatica, a polpa de banana continua sendo usada empiricame nte como
suplemento de diferentes tipos de meios de cultura, em diferentes concentragoes,
para diferentes espécies de orquideas, porém sem subsidios concretos para
definir seus efeitos. A polpa de banana que foi usada em principio para estimular a
germinagdo assimbibtica das sementes e para promover o desenvolvimento de
PLBs (ARDITTI E ERNST, 1984), mais recentemente tem sido adicionada em
diferentes meios de cultura, também suplementados com combinacdes de auxinas
e citocininas, para estimular a formacao e o crescimento de raizes (ALAM ET AL.,
2006; DECRUSE ET AL., 2008) ou de partes aéreas (MILLNER ET AL., 2008).

De fato, as evidéncias obtidas no presente estudo com o desenvolvimento
das plantulas de C. walkeriana em meio KC contendo diferentes concentracd es de
3 variedades de bananas esta indicando um efeito positivo da polpa de banana
para 0 desenvolvimento de raizes e também de folhas, dependendo da
concentracdo e da variedade de banana utilizada. A concentracdo de 100 g-L ' de
banana prata ou nanica induziu 0 aumento no numero de raizes, a concentracao
de 120 g-L™* de banana maca induziu o aumento no nimero de folhas, e 120 g-L *
de banana prata foi eficiente para o crescimento das raizes e das folhas nas
plantulas de C. walkeriana.

Desta forma, os efeitos das diferentes concentracdes de polpa de banana
parecem simular os efeitos de diferentes propor¢cdes de auxinas e citocininas
guando adicionados em meio de cultura. Para diversas espécies de plantas, a
maior propor¢do de auxina em relacdo a citocinina e stimula a formacao de raizes,
enquanto que maiores propor¢des de citocinina em relacédo a auxinas estimulam o
desenvolvimento de partes aéreas Rodrigues (2009). Nas plantulas de C.
walkeriana, 0 aumento na concentrac&o de polpa de banana de 100 para 120 g-L *
foi mais adequado para o a inducdo e crescimento de folhas, sugerindo que a
adicdo de 120 g-L™ de polpa de banana possa estar determinando um predominio
de citocininas no meio de cultura. Recentemente a analise de polpa de bananas
(Musa spp.) mostrou a presenca de citocininas (GE ET AL., 2008). Embora esta
investigagcao n&o tenha especificado se uma ou mais variedades de bananas
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foram analisadas, foram identificados dois tipos de zeatina presentes na polpa de
banana pelo método de andlise descrito por Ge et al. (2008).

Assim, as evidéncias de Ge et al, (2008) e os resultados do presente estudo
com o cultivo in vitro das plantulas de C. walkeriana confirmam a nossa hipotese
de que as adicbes de diferentes concentracoes de polpa de banana podem
determinar respostas diferentes das plantulas cultivadas in vitro, e alertam para a
necessidade de se testar diferentes concentracbes de polpa de banana,
dependendo do objetivo especifico da cultura (inducdo de raizes ou crescimento
destas e de partes aéreas). Para o cultivo in vitro das plantulas de C. walkeriana, a
adicdo de diferentes concentracbes de polpa de banana induziu respostas no
mesmo sentido das respostas determinadas pela adicdo de diferentes proporcoes
da auxina IBA e das citocininas KIN e 6 -BA descritas por Krapiec et al (2003), de
modo que uma determinada concentracdo de polpa de banana foi adequada
enquanto que outras concentracbes mais baixas ou mais altas n&o induziram
respostas significativamente diferentes das plantulas cultivadas na auséncia de
polpa de banana.

Apesar das concentracOes diferentes de IBA ou de KIN, e dos diversos
tipos de explantes utilizados nos experimentos registrados na literatura
especializada, é possivel verificar que a adicdo de IBA em meio de cultura KC
estimula a formacado de raizes, mas € dispensavel para crescimento destas, e para
o desenvolvimento (inducéo e crescimento) de folhas em plantulas de C. bicolor e
C. intermedia alba, conforme foi verificado para a espécie C. fimbriatum (PERES
ET AL., 1999). O efeito positivo da adicdo de KIN ao meio de cultivo para a
regeneracdo de plantas de uma espécie de Dendrobium, registrado por Khosravi
et al. (2008), também pode ser estendido para o0 crescimento das raizes e
desenvolvimento (inducédo e crescimento) das partes aéreas nas p lantulas de C.
bicolor e C. intermedia alba.

Por outro lado, a adicdo de polpa de bananas, de um ou outro tipo, também
pode determinar uma modificacdo na concentracdo de sais no meio de cultura,
e/lou de acucares e proteinas, por exemplo. Embora a andlise p reliminar de

concentracdes de proteina bruta, de acucar total, de fosfato, de sodio, de célcio, e
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de potassio, da polpa das trés variedades de banana, ndo tenham mostrado
diferencas significativas (Tabela 6), que pudessem ser correlacionadas com 0s
diferentes efeitos de cada variedade de banana para promover o desenvolvimento
de raizes e de partes aéreas das plantulas de C. walkeriana, varios estudos tém
indicado que a concentracdo de acUcar no meio de cultura € um fator
preponderante para o desenvolvimento de plantulas de orquideas. A sacarose, por
exemplo, tem sido considerada como um componente indispensavel na
formulacdo dos meios de cultura in vitro, servindo como fonte de esqueleto
carb6nico e energia aos explantes. Oliveira (2003) concluiu que 60 g-L ™ sacarose
foi a melhor fonte e concentracdo de acglcar para todos os parametros avaliados
na espécie Oncidium varicosum. Faria et al. (2004) cultivando Dendrobium nobile.
(orquidea epifita) em diferentes concentracdes de sacarose no meio de cultura de
MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) observaram que houve crescimento da parte

aérea das plantulas sem a adi¢édo de reguladores de crescimento.
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TABELA 6. Andlise de variancia e teste de médias para as caracteristicas
concentracdes de PB (proteina bruta), AT (acUcar total), P (fosfato), Na (sodio), Ca
(célcio), e K (potassio) de polpa de banana macda, nanica, e prata, usadas para

suplementar o meio de KC para o cultivo de plantulas de Cattleya walkeriana.

Quadrados Médios

Fonte de GL PB AT P Na Ca K
Variacao

Tipo de 2 0,079ns 42,53 25,95 237,83 6,34 658,95
Banana

Residuo 0,017 5,14 1951 96,82 149 166754
CV (%) 14,42 11,02 2529 66,23 2378  13.33

Maca 1,11 20558% 20,892 6,392 3,672 290,012
Nanica 0,84%  16,81° 1540% 13,97% 518% 319,172
Prata 0,82%  24,34® 16,15 24,21% 658% 309,182

** Significativo em nivel de 1 % de probabilidade, teste F
NS Né&o significativo.

Trabalhando com orquideas em varias concentracoes de sacarose
adicionadas ao meio de cultura, Sorace (2008) constatou que o0 meio contendo 40
g-L™" de sacarose e a metade da concentracdo dos macronutrientes do meio MS,
foi o mais eficiente para o desenvolvimento vegetativo e para o enraizamento da
orquidea Oncidium baueri. Stefanelo et al (2009) trabalhando com Miltonia
flavescens Lindl concluiram que as concentracdes de 15 e 30 g-L™* de sacarose,
independentes do pH, mostraram-se mais eficientes para o cultivo in vitro da
espécie proporcionando a formacdo de um maior nimero e comprimento de
raizes, altura de parte aérea e peso da matéria fresca. O pH s6 apresentou um
efeito significativo quando em combinacdo com 15 g-L™ de sacarose para o

variavel comprimento da maior raiz e peso da matéria fresca.
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Em varias outras culturas de diferentes espécies de plantas, tamb ém foi
possivel observar que a concentracdo de sacarose no meio de cultura tem efeitos
positivos. Nagao et al (1994) estudando os efeitos da sacarose e do nitrogénio
inorganico, in vitro, na cultura de citros observaram que as doses da sacarose e
do nitrogénio inorganico afetaram as caracteristicas avaliadas, sendo as melhores
respostas obtidas quando utilizaram concentracdes entre 30 e 45 gL da
sacarose. Calvete et al. (2002) observaram que em plantas de morangueiro
cultivadas na auséncia de sacarose na o houve desenvolvimento da raiz in vitro,
enquanto em plantas produzidas na concentracdo de 45 gL' de sacarose,
apresentaram maior enraizamento. Em plantas de manjericdo, por exemplo,
Ribeiro (2007) relatou que a adicdo de 3 fontes de carbono (sacarose, glicose e
maltose) nas concentracdes de 2% ou 3% no meio MS com concentragao total
dos sais, proporcionou maior numero de folhas.

As medidas das quantidades de agucares totais na polpa dos 3 tipos de
bananas (maca, nanica, e prata) adicionados nas culturas de C. walkeriana no
presente estudo (tabela 6), ndo mostraram diferencas significativas, mas é
possivel que os tipos de fontes de carbono, sacarose, glicose, frutose, ou maltose,
em cada uma das variedades de bananas, sejam diferentes, e possam estar
determinando respostas diferenciais no que se refere a indugdo de maior nimero
de raizes com a adicdo de polpa de banana nanica e prata, e maior inducédo de
namero de folhas com a adicdo de banana maca. Na literatura especializada, ha
indicativos com outras espécies de plantas, de que diferentes concentracdes e de
tipos de fontes de carbono podem determinar um maior ou menor
desenvolvimento de tecidos vegetais cultivados in vitro. A adicdo de 3% de glicose
na cultura de tecidos de uma espécie de cactos, por exem plo, induziu um maior
crescimento dos tecidos, do que a adicdo de sacarose e de frutose, na mesma
concentracdo (OLIVEIRA ET AL., 1996). Deste modo, parece que € importante
caracterizar os tipos e concentracdes de acUcares (sacarose, glicose, frutose, etc.)
nas variedades diferentes de bananas, para investigar se o efeito diferencial das
variedades de bananas no desenvolvimento das plantulas de C. walkeriana, esta

relacionado com um aumento na concentracdo de determinado tipo de acgucar.
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As medidas das quantidades de potassio na polpa dos 3 tipos de bananas
(maga, nanica, e prata) adicionados nas culturas de C. walkeriana no presente
estudo, também ndo mostraram diferencas significativas, embora alguns autores
(HIROCE ET AL., 1977) considerem que dentre 0s sais minerais presentes nos
frutos de banana os teores de potassio podem ser considerados expressivos e
importante para a suplementacédo de meios de cultura. Para verificar a importancia
da suplementacdo do meio de cultura com ions potassio, Figueiredo et al. (2008)
verificaram que a combinacdo de 500 mg-L™* de KCI com 500 mg-L™ de K,SO,
promoveu maior crescimento in vitro em plantulas de C. loddigesii, exceto em
relacdo ao comprimento das raizes, que se apresentou melhor com 500 mg-L * de
KCIl na auséncia de K;SO,.

4.2 Alteragbes de pH do meio de cultura suplementado com diferentes
concentracOes de polpa de banana, apds 6 meses de cultivo das plantulas

de Cattleya walkeriana

As variagdes de pH no meio suplementado com as diferentes
concentracdes de polpa de bananas foram menores do que as variagdes
registradas no meio de cultura das plantulas de C. walkeriana cultivadas na
auséncia de polpa de bananas (Tabelas 1, 2, 3, e 4). A Tabela 2 registra que a
diminuicdo de pH apo6s 6 meses de cultivo foi menor no m eio KC contendo a maior
concentracdo de polpa de banana (160 g-L ™) testada no presente estudo,
conduzindo a uma hipotese de que concentracdes maiores de polpa de banana
poderiam ser adequadas para prevenir variagbes do pH do meio cultivo. Mas,
embora exista esta suspeita, concentracées superiores a 120 g-L * ndo devem ser
recomendadas para o cultivo in vitro das plantulas de C. walkeriana, porque em
meios contendo concentracdes superiores a 120 gL de polpa de banana, o

crescimento das raizes e das folhas foi menor do que na referida concentracéo.
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Variacdes no pH do meio de cultivo in vitro de tecidos de orquideas tem
sido registradas em varios estudos com diferentes espécies, mas tem sido um
tema pouco explorado. Embora se trate de um tema pouco explor ado, as
observacbes de alteracbes de pH no meio de cultura foram registradas desde a
década de 80 (SKIRVIN ET AL., 1986), e posteriormente foram consideradas
como dependentes da espécie (MORALES ET AL., 2006; PRIZAO, 2006). Foi
apenas postulado que a interacao de explantes diferentes (de diferentes espécies)
com o0 meio de cultivo pode determinar a liberacdo de substancias diversas, que
em contato com o meio determinam alteracdes na composi¢ao e disponibilidade
dos sais minerais, e consequentemente, determin am alteracdes de pH do meio de
cultura.

Mais recentemente, Rodrigues (2009) verificou que a adicdo de auxina
(IBA) ou de citocinina (KIN) no meio de cultura foi significativamente marcante
para promover variacbes maiores do pH na cultura das espécies Cattleya
intermedia alba e C. bicolor, e que a variacdo de pH no meio sem os reguladores
de crescimento foi maior no meio contendo as plantulas de C. bicolor, do que no
meio KC contendo as plantulas de C. intermedia alba, indicando que a variacao de
pH no meio KC sdo dependentes do gendtipo dos explantes inoculados. As
plantulas de C. intermedia alba induziram uma variacdo menor no pH do meio KC
do que as plantulas de C. bicolor. Além disso, este mesmo autor (RODRIGUES,
2009) registrou que as variacdes de pH no meio de cultivo de plantulas de C.
bicolor e C. intermedia alba suplementado com combinacdes de IBA e 6 -BA foram
importantes para determinar uma menor variagdo no pH do meio de cultura ap6s
0s 6 meses de cultivo in vitro, e sugeriu a existéncia de uma interacao significativa
para o efeito das combina¢des de IBA e 6-BA com os dois genotipos de Cattleya.
Desta formas, as variacbes de pH do meio KC foram dependentes das
concentracdes de IBA e de 6-BA, e foram diferentes dependendo da espécie de
Cattleya.

As evidéncias da investigacdo acima referida indicam uma certa
complexidade para uso de reguladores de crescimento no que se refere a manter

a estabilidade de pH no meio de cultivo, e apontam para uma perspectiva positiva

25



quanto a utilizacdo de polpa de banana em substituicdo aos reguladores de
crescimento para promover o desenvolvimento de plantulas de C. walkeriana in

vitro e provocar menores variacoes de pH do meio de cultivo.
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5. CONCLUSOES

5.1 A adigcéo de diferentes concentracdes de polpa de banana (20 — 160
g-L™") ao meio de cultura KC para o cultivo in vitro de plantulas de Cattleya
walkeriana simulam os efeitos da adicdo de diferentes propor¢cbes de auxinas e
citocininas quando adicionados em meio de cultura: a concentracdo de 100 g-L*
de banana prata ou nanica induziu o aumento no numero de raizes, a
concentracdo de 120 gL de banana macd induziu 0 aumento no ndmero de
folhas, e 120 g-.L™* de banana prata foi eficiente para o crescimento das raizes e

das folhas nas plantulas de C. walkeriana;

5.2 A adicéo de diferentes concentracdes de polpa de banana (20 — 160
g-L™") ao meio de cultura KC para o cultivo in vitro de plantulas de Cattleya
walkeriana simulam os efeitos da adicdo de diferentes proporcdes de acucares
adicionados em meio de cultura: a concentracdo de 100 g-L ** de banana prata ou
nanica induziu o aumento no nimero de raizes, a concentracdo de 120 g-L * de
banana mac4 induziu o0 aumento no nimero de folhas, e 120 g-L ** de banana prata
foi eficiente para o crescimento das raizes e das folhas nas plantulas de C.

walkeriana;

5.3 Embora ndo possam ser consideradas como mais efetivas para o
desenvolvimento de plantulas de C. walkeriana, as concentragfes maiores de
polpa de banana usadas (140 e 160 g-L ') asseguram uma menor variacéo de pH
do meio KC do que as concentracbes que foram considerada eficientes para
induzir raizes (100 g-L™) e para induzir folhas e promover o crescimento de raizes
e folhas (120 g-.L™); a adicdo de 160 g-L™* de polpa de banana determinou uma
maior estabilidade do pH do meio de cultura;

5.4 Para promover o desenvolvimento de plantulas de C. walkeriana em

meio KC usando polpa de banana, a estratégia recomendada € que as plantulas

sejam inoculadas inicialmente no meio suplementado com 100 g-L * de polpa de
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banana prata ou nanica, e apos a formacéo de novas raizes estas plantulas sejam
transferidas para meio KC contendo concentracdes igual a 120 g-L ™ de polpa de
banana prata.
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