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RESUMO

MACEDO, Marichel Canazza de. Germinagdo assimbidtica e crescimento inicial de
Cattleya nobilior Rchb.f. (Orchidaceae). Orientadora: Yara Brito Chaim Jardim Rosa.
Co-orientadores: Rogério Mamoru Suzuki, Rosilda Mara Mussury Franco Silva.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, localizada no
municipio de Dourados — MS, durante o periodo de setembro de 2009 a maio de 2012.
Obijetivou-se avaliar: (1) a germinacdo assimbiotica de sementes e o desenvolvimento
de protocormos de Cattleya nobilior Rchb. f. em funcdo do tempo de armazenamento
das sementes (90 e 210 dias), dos meios nutritivos (MS, MS %, K e VW), da
concentracdo de agar (0; 2; 4; 6 e 8 g L™) e de tratamento pré-germinativo das sementes
por 30, 60 e 120 minutos com giberelina (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L™); e (2) o efeito da
agua de coco (0; 5; 10; 20 e 25%) e dos reguladores de crescimento BAP (0,0; 0,5; 1,0;
2,0e4,0mg L™ e ANA (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™) no cultivo in vitro de plantas de C.
nobilior. Foram utilizados como materiais de estudo, sementes de C. nobilior, obtidas a
partir de polinizacdo natural e plantas obtidas a partir de germinagdo assimbiotica no
Laboratorio de Cultivo in vitro. Houve maior germinacdo das sementes nos meios MS
Y%, MS ou VW, independente da concentracdo de agar e do uso de giberelina. Aos 210
dias de armazenamento, a germinacdo reduziu para 50%. Os meios MS e MS %
possibilitaram o desenvolvimento de plantas inteiras ap6s 90 dias de cultivo in vitro. A
adicdo de agua de coco (25%) resultou em maiores valores de massa fresca e seca e no
maior comprimento da parte aérea das plantas. Por outro lado, na auséncia de agua de
coco, aos 90 dias de cultivo, houve maior producdo de raizes, e aos 180 dias de cultivo,
houve elevada produgdo de brotos e maior comprimento das raizes. N&do houve efeito
dos reguladores de crescimento sobre o nimero de brotos e raizes, comprimento da
parte aérea e massa fresca das plantas. No entanto, a sobrevivéncia das plantas e a
porcentagem de massa fresca da parte aérea foi maior com a adicéo de 4,0 mg L™ de
BAP, enquanto que o maior nimero de folhas foi observado com a adicéo de 0,5 mg L™
de ANA e o comprimento das raizes foi maior na presenca de 2,0 mg L™ de ANA.

Palavras — chave: Orquidea, germinacdo in vitro, meio de cultura, cultivo in vitro, dgua

de coco, reguladores de crescimento.



ABSTRACT

MACEDO, Marichel Canazza de. Asymbiotic germination and initial growth of
Cattleya nobilior Rchb.f. (Orchidaceae). Orientadora: Yara Brito Chaim Jardim Rosa.
Co-orientadores: Rogério Mamoru Suzuki, Rosilda Mara Mussury Franco Silva.

This work was developed in the Laboratério de Cultivo in vitro of Faculdade de
Ciéncias Agrarias of Universidade Federal da Grande Dourados, located in Dourados —
MS, during the period of September 2009 to May 2012. This study was conducted with
the objective of evaluating: (1) asymbiotic seed germination and protocorm
development of Cattleya nobilior Rchb.f. as a function of seed time storage (90 or 210
days), nutrient media (MS, ¥2 MS, K and VW), agar concentration (0; 2; 4; 6 and 8 g L
1) and pre-germinating seed treatment for 30, 60 and 120 minutes in gibberellin (0; 0.5;
1.0; 2.0; and 4.0 mg L™); (2) the effect of coconut water (0; 5; 10; 20 and 25%) and
growth regulators BAP (0.0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L™) and NAA (0.0; 0.5; 1.0 and
2.0 mg L™) on in vitro culture of plants of C. nobilior. Seeds from natural pollination
and plants obtained from asymbiotic germination in the laboratory were used as study
material. It was observed a high germination on %2 MS, MS or VW media, regardless
agar concentration and gibberellin. At 210 days of storage, the germination decreased to
50%. MS and %2 MS media enabled the development of whole plants after 90 days of in
vitro culture. The addition of 25% coconut water resulted in higher values of fresh and
dry mass and greatest length of shoots. On the other hand, in the absence of coconut
water, at 90 days of culture, there was a greater production of roots, and at 180 days of
culture, there was high shoot and root production and greater root length. No effect of
growth regulators was observed on shoots and roots number, shoot length and fresh
weight of the plants. On the other hand, the survival and the percentage of fresh weight
of aerial part increased with the addition of 4.0 mg L™ BAP, while the larger number of
leaves was observed with the addition of NAA 0.5 mg L™ and root length was higher in
the presence of NAA 2.0 mg L™.

Key words: Orchid, in vitro germination, culture medium, in vitro culture, coconut

water, growth regulators.



INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae é uma das maiores e mais diversificadas familias de
Angiospermas, sendo constituida por aproximadamente 35.000 espécies e 800 géneros,
que se distribuem no planeta, excetuando-se as regibes polares e deserticas
(DRESSLER, 1993).

A producdo comercial de orquideas esta voltada principalmente para o
mercado florista, e devido & crescente expansdo do mercado, essa atividade tem se
transformado em uma industria lucrativa na Europa, Havai, Australia, Tailandia, Japéo,
Singapura, Sri Lanka e Quénia (LUAN et al., 2006; MARTIN e MADASSERY, 2006).
As orquideas também ocupam um importante papel na producdo de cosméticos, na
obtencédo de alcal6ides utilizados na farmacologia e na producdo de alimentos como a
baunilha (SEQUEIRA, 2007; FARIA et al., 2012).

Para a obtencdo de mudas, 0 uso das técnicas de cultura de tecidos tem
tornado a producdo comercial dessas espécies cada vez mais expressiva ao possibilitar a
multiplicacdo répida e massiva de genotipos pertencentes, principalmente, aos géneros
Dendrobium, Cymbidium e Phalaenopsis (KUMARIA e TANDON, 2001; KUEHNLE
et al., 2003).

Entretanto, varias espécies nativas de interesse comercial como Cattleya
nobilior Rchb.f. tem sido alvo de coletas para comercializacdo, que associadas aos
continuos desmatamentos, tém reduzido a ocorréncia das populacGes dessa espécie
(BIANCHETT], 2007). Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2008), C. nobilior
ndo € considerada ameacada de extingdo, porém encontra-se na lista das espécies cujas
informacBes sdo ainda deficientes ndo permitindo enquadramento com seguranca na
condicdo de ameagada. Dessa forma, a preocupacdo com o status de conservagao da
espécie aumenta em virtude da escassez de informagdes sobre sua propagacao.

A obtencdo de mudas de orquideas a partir da semeadura in vitro € um
processo facil e eficiente para a producdo uniforme e rapida que resulta em elevados
percentuais de germinagdo quando comparada a germinacdo sob condi¢des naturais, a
qual é dependente de fungos micorrizicos, constituindo, dessa maneira, uma alternativa
viavel e relevante tanto do ponto de vista comercial quanto ambiental (MARTINI et al.,
2001; STANCATO et al., 2001; ARAUJO et al., 2006; FARIA et al., 2012).



A escolha apropriada do meio nutritivo € um dos principais fatores no
sucesso da cultura assimbiotica, uma vez que as respostas germinativas variam de
acordo com as necessidades nutricionais de cada espécie, que podem ser especificas nas
diferentes etapas do desenvolvimento (DAMON et al., 2004; STEWART e KANE,
2006; TEMJENSANGBA e DEB, 2006; PAUL et al., 2012).

A consisténcia dos meios de cultura também deve ser considerada, ja que a
difusdo dos nutrientes para a semente aumenta ou diminui em fungédo da concentragédo
do agente geleificante utilizado (FARIA et al., 2012).

Além desses fatores, tratamentos pré-germinativos com solugdes de
giberelina tém sido empregados com o objetivo de acelerar e uniformizar a germinagéo
in vitro de algumas espécies de orquideas (MIYOSHI e MII, 1995; SANTOS et al.,
2007; MACEDO et al., 2011)

O uso de sementes na producdo comercial de orquideas, quando
armazenadas, tem como vantagem a producgdo escalonada de mudas em diferentes
periodos do ano (CARVALHO, 2006). Nesse sentido, o estabelecimento de protocolos
de armazenamento é necessario (SEATON e PRITCHARD, 2011) para a manutengédo
da viabilidade e germinabilidade das sementes.

Apbs a germinagdo das sementes, varias etapas de cultivo in vitro séo
necessarias para que as plantas formadas sejam aclimatizadas e, posteriormente
comercializadas, sendo necessario, dessa forma, que os meios de cultura utilizados
sejam enriquecidos com substancias que estimulem o crescimento (KRAPIEC et al.,
2003; COSTA et al., 2009).

A suplementagdo do meio de cultura com aditivos organicos como a agua de
coco (endosperma liquido de Cocus nucifera L.) tem proporcionado efeitos benéficos
no crescimento in vitro de diversas espécies de orquideas, além de ser um procedimento
simples e acessivel aos produtores (ICHIHASHI e ISLAN, 1999; VENTURA, 2007;
VIEIRA et al., 2009; GONCALVES et al., 2012).

Em contrapartida, o uso de auxinas como o &cido naftalenoacético (ANA) e
citocininas como a 6-benzilaminopuria (BAP), tem sido relatado por varios autores para
estimular a proliferacdo de brotos de orquideas bem como para acelerar o crescimento
em altura e a formagdes de raizes (PEREZ et al., 1999; BHADRA e HOSSAIN, 2003;
BASKER e BAI, 2006; GIATTI e LIMA, 2007).

Em virtude da escassez de trabalhos relacionados as exigéncias necessarias

para 0 processo germinativo das sementes e crescimento inicial in vitro, o estudo



relacionado as técnicas de multiplicacdo in vitro de C. nobilior € necessario para a
manutencdo, repovoamento e comercializacdo dessa espécie.

Este trabalho foi desenvolvido levando-se em consideragdo que a tempo de
armazenamento e de cultivo in vitro das sementes, a composicdo dos meios nutritivos, a
concentracdo de agar e tratamentos pre-germinativos interferem na germinacgéo
assimbidtica das sementes e no desenvolvimento inicial de protocormos de C. nobilior e
a acdo de reguladores de crescimento e compostos organicos interferem no crescimento

inicial de plantas de C. nobilior.
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CAPITULO 1

ARMAZENAMENTO, GERMINACAO ASSIMBIOTICA DE SEMENTES E
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE Cattleya nobilior RCHB.F.
(ORCHIDACEAE)

RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a germinacdo
assimbiotica de sementes e 0 desenvolvimento de protocormos de Cattleya nobilior em
funcdo do tempo de armazenamento das sementes, dos meios nutritivos, da
concentracdo de agar e de tratamento pré-germinativo com giberelina. Para tanto foram
desenvolvidos quatro experimentos independentes. No primeiro trabalho foi avaliado o
efeito de quatro meios nutritivos (MS, MS %2, KC e VW), cinco concentracdes de agar
(0,2, 4,6e8gL™) e dois tempos de cultivo in vitro (30 e 60 dias) sobre a porcentagem
de germinacdo (%G). No segundo experimento, foi avaliado o efeito de quatro meios
nutritivos (MS, MS Y%, KC e VW) e cinco concentracdes de agar (0, 2, 4, 6 e 8 g L™)
sobre a %G de sementes armazenadas por 90 e 210 dias. No terceiro experimento, foi
avaliado o efeito de quatro meios nutritivos (MS, MS %, KC e VW) e cinco
concentracdes de &gar (0, 2, 4, 6 e 8 g L™) sobre a porcentagem de protocormos em
estagio 1 (%P1), 2 (%P2), 3 (%P3) e 4 (%P4). No quarto experimento, foi avaliado o
efeito da concentragdo de GA3 (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L™) e do tempo de imersdo das
sementes (30, 60 e 120 minutos) sobre a %G. Os maiores valores de %G foram
observados nos meios MS %, MS ou VW, independente da concentracdo de agar. A %G
das sementes reduziu para 50% aos 210 dias de armazenamento. Os meios MS e MS %2
possibilitaram o desenvolvimento de protocormos até o estagio 4, em 90 dias de cultivo
in vitro. O uso de GA3; como tratamento pré-germinativo ndo influenciou a germinacéo
de sementes de Cattleya nobilior.

Palavras - chave: Orquidea, germinacdo in vitro, meio de cultura, conservagéo.



ABSTRACT

The present work was conducted with the objective of evaluating Cattleya nobilior
asymbiotic seed germination and protocorm development as a function of the storage
time of seeds, nutrient media, agar concentration and pre-germination treatment with
gibberellin. For this purpose, four independent experiments were developed. In the first
study, it was evaluated the effect of four nutrient media (MS, %> MS, KC and VW), five
agar concentrations (0; 2; 4; 6 and 8 g L™) and two in vitro culture periods (30 and 60
days) on the germination percentage (%G). In the second experiment, it was evaluated
the effect of four nutrient media (MS, %2 MS, KC and VW) and five agar concentrations
(0; 2; 4; 6 and 8 g L™) on the %G of seeds stored for 90 and 210 days. In the third
experiment, it was evaluated the effect of four nutrient media (MS, ¥2 MS, KC and VW)
and five agar concentrations (0; 2; 4; 6 and 8 g L™) on the percentage of protocorms at
stage one (%P1), two (%P2), three (%P3) and four (%P4). In the fourth experiment, it
was evaluated the effect of GA;z concentration (0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L™) and the
immersion time of the seeds (30, 60 and 120 minutes) on the %G. The highest values of
%G were observed on %2 MS medium, MS or VW, regardless the agar concentration.
The %G decreased to 50% after 210 days of storage. The media MS and %2 MS enabled
the protocorm development at stage four during the in vitro culture for 90 days. The use
of GA3 as a pre-germination treatment did not affect Cattleya nobilior seed germination.

Key words: Orchid, in vitro germination, culture medium, conservation.



1- INTRODUCAO

As orquideas constituem uma das maiores familias de Angiospermas e
caracterizam-se, entre varios aspectos, por apresentar um intrincado mecanismo
reprodutivo, em que a maior parte da energia disponivel para este fim é direcionada a
producdo de flores e atracdo de polinizadores (McKENDRICK et al., 2000; BHADRA e
HOSSAIN, 2003).

Em consequéncia disso, as sementes produzidas por estas espécies sdo
mindsculas e apresentam poucas reservas nutritivas. Sob condi¢des naturais, a
germinagdo e o desenvolvimento de plantulas ocorrem apds o estabelecimento de
associagGes simbioticas com fungos micorrizicos que fornecem carboidratos e
nutrientes minerais e sustentam dessa forma, a germinacao simbiotica (RASSMUSSEN,
2002; SAHA e RAO, 2006; RASMUSSEN e RASMUSSEN, 2007; BOLDRINI et al.,
2010).

As sementes de orquideas também podem germinar na auséncia de fungos
(germinacao assimbiotica) sob condicdes assepticas, desde que cultivadas em meio de
cultura contendo nutrientes minerais, carboidratos e outros compostos organicos
(JOHNSON et al., 2011). O uso desta técnica tem possibilitado a propagacdo comercial
de orquideas em larga escala e contribuido também para programas de conservacao de
espécies em risco de extincdo (STANCATO et al., 2001; PIRIA et al., 2008; FARIA et
al., 2012).

Cattleya nobilior Rchb.f é uma espécie de orquidea que ocorre no Brasil,
exclusivamente no bioma Cerrado, distribuindo-se nos estados de Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Pard, Rondoénia, Tocantins, Maranhdo e Distrito Federal
(BARROS et al., 2013). Trata-se de uma espécie epifita de 10-20 cm de altura que
floresce nos meses de agosto a setembro, apresenta inflorescéncias que produzem
geralmente de uma a trés flores roseo-lilases, grandes e muito vistosas. Por todos esses
motivos, a espécie € submetida a pressdo de coleta voltada para a comercializacao
(POTT e POTT, 1994; BIANCHETT]I, 2007).

Além disso, o status de conservacdo para a maior parte das populacdes de C.
nobilior gera preocupacfes, uma vez que, mesmo ndo sendo considerada ameacada de
extincdo, encontra-se na lista das espécies cujas informacgdes sdo ainda deficientes,
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2008). Desse modo, qualquer iniciativa
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voltada para a conservacdo da espécie deve ser valorizada (BIANCHETT], 2007), visto
que informacdes sobre sua propagacao sdo praticamente inexistentes.

A producdo de mudas dessa espécie, a partir da germinagdo assimbiotica, é
uma alternativa viavel para obtencdo de grande nimero de plantas, em curto espaco de
tempo, podendo suprir, dessa maneira, a necessidade dos produtores na aquisicdo de
mudas (ARAUJO et al., 2006).

A escolha apropriada do meio nutritivo € um dos principais fatores no
sucesso da cultura assimbidtica, uma vez que as respostas germinativas variam de
acordo com as necessidades nutricionais de cada espécie, que podem ser especificas nas
diferentes etapas do desenvolvimento (DAMON et al., 2004; STEWART e KANE,
2006; TEMJENSANGBA e DEB, 2006; PAUL et al., 2012).

De modo geral, os meios nutritivos MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
KC (KNUDSON, 1946) e VW (VACIN e WENT, 1949) sdo os mais utilizados na
germinacdo e no desenvolvimento de protocormos de espécies do género Cattleya
(BHADRA e HOSSAIN, 2003; LAVRENTYEVA e IVANNIKOV, 2007; SUZUKI et
al., 2010; JORGE et al., 2011; FARIA et al., 2012).

Ao se estabelecer um protocolo de cultivo in vitro, a consisténcia dos meios
de cultura também deve ser considerada, uma vez que a difusdo dos nutrientes para a
semente aumenta ou diminui em funcdo da concentracdo do agente geleificante
utilizado (FARIA et al., 2012). O agar € um dos agentes geleificantes mais empregados
no cultivo assimbiédtico de orquideas e devido ao seu elevado custo (FARIA et al., 2006;
TSAIl e CHU, 2008) é necessario o estabelecimento de uma concentracdo ideal que
possibilite elevados percentuais germinativos e o desenvolvimento satisfatério das
plantas.

O uso de sementes na producdo comercial de orquideas, além de constituir
uma das formas mais disseminadas de multiplicagdo (STANCATO et al., 2001),
possibilita a producdo escalonada de mudas em diferentes periodos do ano, quando
armazenadas (CARVALHO, 2006). Nesse sentido, o estabelecimento de protocolos de
armazenamento € necessario (SEATON e PRITCHARD, 2011) para a manutencdo da
viabilidade e germinabilidade das sementes.

Segundo SEATON e PRITCHARD (2008), as sementes de orquideas
podem ser armazenadas em refrigeradores domésticos, desde que secas previamente ao
armazenamento, entretanto, ndo ha, na literatura, informac6es sobre o uso deste método

para sementes do género Cattleya, bem como sua conservagdo ao longo do tempo.
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Embora a cultura assimbiotica seja uma ferramenta para a produgdo massiva
de mudas, a germinagdo de algumas espécies de orquideas é lenta (HEW e CLIFFORD,
1993), quando comparada a germinacdo simbidtica na qual os fungos micorrizicos
facilitam a absorcéo de agua pela semente (YODER et al., 2000) e auxiliam o consumo
de lipidios presentes na semente durante o processo germinativo (DAMON et al., 2004)
tornando-o mais rapido.

O tratamento pré-germinativo das sementes em solucdes de acido giberélico
(GA3) tem sido utilizado com o objetivo de acelerar e uniformizar a germinacdo de
sementes de orquideas (MIYOSHI e MII, 1995; SANTOS et al., 2007; MACEDO et al.,
2011), dada a sua fungdo na ativagdo do crescimento vegetativo do embrido e na
mobilizagdo das reservas nutritivas durante a germinagédo (TAIZ e ZEIGER, 2008). A
pré-imersdo de sementes de Cattleya bicolor Lindl. por 24 h em solugdo de 1,0 mg L™
de GA; resultou em maior germinagdo quando comparado ao controle (SANTOS et al.,
2007).

Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar a germinagéo
assimbidtica de sementes e o crescimento inicial de protocormos de Cattleya nobilior
em funcdo do tempo de armazenamento das sementes, dos meios nutritivos, da

concentracdo de agar e de tratamentos pré-germinativos com giberelina.
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2 - MATERIAL E METODOS

Foi utilizado como material de estudo, sementes de Cattleya nobilior
Rchb.f., provenientes de frutos oriundos de polinizacdo natural (Figura 1a), colhidos em

plantas adultas (Figura 1b) 12 meses ap0s a identificacdo do sucesso feminino.

FIGURA 1. a) Fruto de Cattleya nobilior barra = 1,0 cm. b) Flores de C. nobilior. Barra
=1,0 cm. UFGD, Dourados-MS, 2013.

Apbs serem colhidos, os frutos foram lavados com agua e detergente neutro
e desinfetados com alcool (70%). A seguir foram abertos, com auxilio de estilete e as
sementes foram removidas, homogeneizadas, acondicionadas em recipiente desprovido
de tampa e revestido internamente com papel aluminio e transferidas para dessecador,
com silica gel, por 14 dias, em condigdes ambientais.

ApoOs esse periodo, trés porcdes de 0,005 g de sementes, foram colocadas
em tubos de ensaio e cada uma delas recebeu uma solucéo aquosa de 3 mL de cloreto de
trifenil tetrazolio 0,5%. As suspensdes de sementes foram acondicionadas em ambiente
desprovido de luz sob 252 °C. ApoGs 24 horas as suspensdes de tetrazolio foram
acrescidas de 7 mL de &gua destilada e agitadas, sendo pipetado 1mL para identificagdo
e contagem de sementes vidveis em camara de Peters com o auxilio de um microscopio
estereoscopico (SOARES et al., 2012a).

Foi contabilizado o numero total de sementes (N°TS) e desse total foram
consideradas como viaveis apenas as sementes com embrides totalmente coloridos de
carmin, enquanto que as sementes com embrides incolores ou parcialmente corados e as
desprovidas de embrido foram consideradas inviaveis. O percentual de sementes viaveis
(%SV) foi determinado pela seguinte formula: %SV = (N° de sementes com embrido
totalmente coloridos de carmin x 100)/ N°TS. Para cada amostra foram realizadas trés
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leituras, sendo posteriormente calculada a media entre elas que resultou em 85,52% de
viabilidade.

Na sequéncia, o restante das sementes foi dividido em duas porcdes de igual
peso e, cada uma delas, foi embalada em papel filtro e armazenada em geladeira (4+2
°C), dentro de recipiente plastico provido de tampa, por 90 ou 210 dias. Apds cada
periodo de armazenamento, trés amostras de 0,005g de sementes, foram novamente
submetidas ao teste de tetrazolio (SOARES et al, 2012a), sendo registradas viabilidade
de 90 e 54 %, para os tempos de armazenamento de 90 e 210 dias, respectivamente.

Como meio de cultivo, foram estudados os meios KC (KNUDSON, 1946),
VW (VACIN e WENT, 1949), MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e MS %
(MURASHIGE e SKOOG, 1962, na metade da concentracdo de seus componentes)

cujos constituintes sdo apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1. Constituintes dos meios nutritivos utilizados na germinacdo de sementes
de Cattleya nobilior Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Meios nutritivos

Constituintes KC-l VW-l MS_l MS 1/21
(mg L™) (mg L) (mg L) (mg L™)
Ca(NO3),.4H,0 1000,00 - - -
KH,PO, 250,00 250,00 170,00 85,00
MgSQ,.7H,0 250,00 250,00 370,00 185,00
(NH4)2SO, 500,00 500,00 - -
KNO3 - 525,00 1900,00 950,00
Caz(POy)2 - 200,00 - -
NH;NO3 - - 1650,00 825,00
CaCl,.2H,0 - - 440,00 220,00
Mn(SO,).4H,0 7,50 - 22,30 11,10
Na,EDTA.2H,0 37,30 37,30 37,25 18,60
Fe,S0,4.7H,0 28,70 28,70 27,85 13,90
H3BO3 - - 6,20 3,10
Kl - - 0,83 0,40
Na,M00,.2H,0 - - 0,25 0,10
CoCl,.6H,0 - - 0,03 0,01
ZnS04.7H,0 - - 8,60 4,30
CuS04.5H,0 - - 0,03 0,01
Tiamina - - 0,50 0,20
Ac.nicotinico - - 0,50 0,20
Piridoxina - - 0,50 0,20
Mio-Inositol - - 100,00 50,00
Glicina - - 2,00 1,00

KC (KNUDSON, 1946); VW (VACIN e WENT, 1949); MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962).
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Para que os objetivos propostos fossem alcancados, durante o periodo de
setembro de 2009 a fevereiro de 2012, foram conduzidos quatro experimentos
independentes no Laboratorio de Cultivo in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias
(FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados — MS, a
saber:

1- Efeito dos meios nutritivos, da concentracdo de agar e do tempo de cultivo na
germinacédo de sementes de Cattleya nobilior;

2- Efeito do tempo de armazenamento, meios nutritivos e concentracdes de agar na
germinacdo de sementes de Cattleya nobilior;

3- Efeito de tratamento pré-germinativo na germinacdo de sementes de Cattleya
nobilior;

4- Efeito do meio nutritivo e da concentracdo de &gar no desenvolvimento de

protocormos de Cattleya nobilior.



15

EXPERIMENTO 1

Efeito dos meios nutritivos, da concentracdo de agar e do tempo de cultivo na

germinacgao de sementes de Cattleya nobilior

Os meios de cultivo KC (KNUDSON, 1946), VW (VACIN e WENT,
1949), MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962) foram geleificados com 0,0; 2,0;
4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de 4gar bacteriolégico, acrescidos de 20 g L™ de sacarose, tendo o
pH ajustado para 5,8+0,1 com KOH (0,1M).

Como frascos de cultivos foram utilizados recipientes de plastico
transparente, providos de tampa rosqueavel, com capacidade para 50 mL que receberam
10 mL de um dos meios de cultura estudados (Figura 2a). A esterilizacdo dos meios de
cultura foi realizada em autoclave a 120 °C e 1 atm, durante 20 minutos. Apds a
solidificagdo, os recipientes contendo os meios de cultura foram transferidos para
camara de fluxo laminar vertical, previamente desinfetada com lampada germicida, para
a realizacdo da semeadura in vitro.

Sob condigbes assépticas, 0,05 g de sementes armazenadas por 90 dias e
com viabilidade de 90%, foram embebidas em agua destilada estéril por 15 minutos. Na
sequéncia, a agua de embebicao foi descartada e as sementes foram desinfetadas por 15
minutos com uma solucdo composta por 15 mL de hipoclorito de sédio comercial e 100
mL de &gua destilada estéril. Apos esse periodo as sementes receberam triplice lavagem
com &gua destilada estéril (50 mL por lavagem). Ap6s o descarte da agua de lavagem as
sementes receberam 100 mL de agua destilada estéril e, 200 pL dessa suspensdo de
sementes, foram inoculados em cada frasco de cultivo. A seguir, as culturas foram
acondicionadas em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 12
horas e luminosidade de 20 pmol m™ s™ produzida por duas l1ampadas fluorescentes de
40 W, permanecendo nessas condi¢fes por 30 ou 60 dias.

Aos 30 e 60 dias de cultivo, trés frascos de cada tratamento foram abertos e,
em cada frasco foram adicionados 10 mL de agua destilada. Apds a agitacdo manual a
suspensdo de sementes foi vertida em placa de Petri e, com o auxilio de um microscopio
estereoscopico, contou-se 0 numero total de sementes (N°TS) e 0 nUmero de sementes
com embrides clorofilados (N°SEC) (Figura 2b). A porcentagem de germinagdo foi

calculada utilizando-se a seguinte formula: % Germinagdo = [(N°SEC x 100)/ N°TS].
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5x2 (quatro meios de cultura,
cinco concentragbes de &gar bacteriolégico e dois tempos de cultivo) com trés
repeticdes constituidas de um frasco de cultivo cada. Os dados foram submetidos a
analise de variancia com a utilizacéo do aplicativo SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010). As
médias relativas aos tempos de cultivo foram comparadas pelo teste t de Student,
enquanto que aquelas relativas aos meios de cultivo foram comparadas pelo teste de
Tukey, ambas até o nivel de 5% de probabilidade e, as concentracdes de agar foram

ajustadas curvas de regressao.

FIGURA 2. a) Frasco plastico transparente utilizado para a germinacdo in vitro de
Cattleya nobilior barra = 2,0 cm. b) Sementes germinadas de Cattleya nobilior barra =
0,2 mm. UFGD, Dourados — MS, 2013.

O tempo de cultivo e os meios de cultura atuaram significativamente
(p<0,01) sobre a porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de C. nobilior, ndo
sendo registrado efeito isolado (p>0,05) das concentracdes de agar sobre esta variavel.
Efeito significativo (p<0,05) também foi observado na interagdo entre tempo de cultivo
e meio de cultura, entretanto ndo foram observados efeitos significativos (p>0,05) para

as demais combinacdes estudadas (Quadro 2).

QUADRO 2. Resumo da andlise de variancia da porcentagem de germinacao (%G) de
sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

F.V G.L Q.M
TC 1 931,33**
Meio 3 546,14**
Agar 4 56,11"
TC x Meio 3 278,53*
TC x Agar 4 119,86 ™
Meio x Agar 12 158,18"™
TC x Meio x Agar 12 91,33™
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Erro 40 87,51
CV (%) - 11,18
Meédia geral - 83,65%

** = significativo a 1% de probabilidade; * = significativo a 5% de probabilidade; ™ = n&o significativo

As sementes de C. nobilior germinaram em todos os meios de cultura
estudados e, independentemente do tempo de cultivo, das concentracbes de &gar e dos
meios nutritivos utilizados, a %G foi superior a 70 % (Quadro 3).

Houve variagcdo na germinacdo de C. nobilior nos meios nutritivos em
funcdo do tempo de cultivo. Quando as sementes foram cultivadas por 30 dias, ndo
houve diferenca na %G obtida nos diferentes meios, entretanto, aos 60 dias de cultivo,
houve maior germinagdo nos meios MS %, VW e MS e menor germinagao no meio KC,
estatisticamente igual ao MS e VW (Quadro 3).

QUADRO 3. Efeito conjunto do tempo de cultivo e do meio de cultura sobre a
porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. UFGD,
Dourados — MS, 2013.

Tempo de cultivo KC MS MS %2 VW
30 87,1Aa 81,7Aa 91,1Aa 88,1Aa
60 70,2Bb 79,9Aab 90,2Aa 80,5Aab

Letras mailsculas comparam médias na coluna (t de Student a 5% de probabilidade).
Letras mindsculas comparam médias na linha (Tukey a 5% de probabilidade).
KC (KNUDSON, 1946); VW (VACIN e WENT, 1949); MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

Os menores valores de %G observados no meio KC, aos 60 dias de cultivo,
devem-se, provavelmente, ao maior esgotamento de nutrientes deste meio de cultivo
quando comparado aos demais. Além disso, a maior %G de C. nobilior observada nos
meios MS %2, MS e VW, aos 60 dias de cultivo, também pode estar relacionada a maior
concentracdo de potassio desses meios quando comparada a do meio KC (Quadro 1).

PEDROZA-MANRIQUE e MICAN-GUTIERREZ (2006) também
obtiveram maior %G de sementes de Odontoglossum gloriosum Rchb.f, ap6s 45 dias de
cultivo, quando utilizaram meio de cultura com maior concentracdo de potassio (0,4 g
L), sugerindo que a espécie apresenta elevada demanda por este nutriente durante a
germinacao.

Resultados semelhantes foram observados para outras espécies do género
Cattleya. Para Cattleya bicolor Lindl., os meios de cultura MS e VW também
proporcionaram os maiores valores de %G de sementes (60,8 e 66,8%, respectivamente)
que o meio KC (48,5%), apos 25 dias de cultivo (SUZUKI et al., 2010). Para sementes
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de C. warnerii T. Moore, apos 20 dias de cultivo, a maior %G foi observada nos meios
MS %2 e MS (86 e 88%, respectivamente) e, os menores valores, nos meios VW e K (46
e 24%, respectivamente) (JORGE et al., 2011).

Sementes de C. aurantiaca (Bateman ex Lindley) P.N Don germinaram
satisfatoriamente em meio KC apresentando 91,9% de germinagdo, mesmo ap6s 120
dias de cultivo (DAMON et al., 2004). Para a germinacdo de sementes de C. aclandiae
Lindl., C. bowringiana Veitch, C. granulosa Lindl., C. intermedia Graham. ex Hooken,
C. perviciliana O’Brien, LAVRENTYEVA e IVANNIKOV (2007), fazem uso de meio
de cultura KC enriquecido pela adicdo de 2 mg L™ de peptona, 50mg L™ de potéssio e 1
mg L™ de carvdo ativado, evidenciando a importancia do potassio no processo de
germinacdo de sementes do género Cattleya.

Os resultados observados nos trabalhos relacionados ao género Cattleya em
relacdo a germinacdo de suas sementes permitem inferir que os efeitos do meio de
cultura sobre a germinacdo das sementes podem variar consideravelmente entre espécies
de um mesmo género e em fungdo do tempo de cultivo.

Embora o meio KC tenha resultado em decréscimo da %G de C. nobilior
apos 60 dias de cultivo (Quadro 3), o seu emprego também pode ser recomendado para
a germinacdo desta espécie, uma vez que foram obtidos, em média, 70% de germinacao.

No entanto, como pdde ser observado, as sementes de C. nobilior germinam
satisfatoriamente em até 30 dias de cultivo em todos os meios nutritivos estudados (KC,

VW, MS e MS ¥%2), independentemente da concentracdo de agar.
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EXPERIMENTO 2

Efeito do tempo de armazenamento, meios nutritivos e concentracdes de agar

na germinacdo de sementes de Cattleya nobilior

Sob condicGes assépticas, 0,059 de sementes armazenadas por 90 e 0,10 g
de sementes armazenadas por 210 dias (com viabilidade de 90 e 54%, respectivamente)
foram embebidas em agua destilada estéril por 15 minutos. Na sequéncia, a 4gua de
embebicédo foi descartada e as sementes foram desinfetadas por 15 minutos com uma
solugdo composta por 15 mL de hipoclorito de sédio comercial e 75 mL de agua
destilada estéril. Apos esse periodo as sementes receberam triplice lavagem com agua
destilada estéril (50 mL por lavagem). Na sequéncia do descarte da dgua de lavagem, as
sementes receberam 100 mL de agua destilada estéril e, 200 pL dessa suspensdo de
sementes, foram inoculados em cada frasco de cultivo.

Como frascos de cultivos foram utilizados recipientes de plastico
transparente, providos de tampa rosqueavel, com capacidade para 50 mL que receberam
10 mL de um dos meios de cultura estudados. A esterilizacdo dos meios de cultura foi
realizada em autoclave a 120 °C e 1 atm, durante 20 minutos. Logo depois da
solidificacdo, os recipientes contendo os meios de cultura foram transferidos para
ambiente asséptico para a realizacdo da semeadura in vitro.

Foram estudados os meios de cultivo KC (KNUDSON, 1946), VW (VACIN
e WENT, 1949), MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962), geleificados com 0,0;
2,0; 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar bacterioldgico. Os meios KC e VW foram acrescidos
de 20 g L™ de sacarose e 0s meios MS e MS Y% foram acrescidos de 30 g L™ de
sacarose, tendo o pH ajustado para 5,8+0,1 com KOH (0,1M).

Realizada a semeadura, as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20
umol m™ s produzida por duas lampadas fluorescentes de 40 W.

Aos 30 dias de cultivo foi avaliada a germinagdo. Para tanto, foram
adicionados em cada frasco, 10 mL de &gua destilada e , em seguida a agitagédo
manual, a suspensdo de sementes foi vertida em placas de Petri. Com o auxilio de um

microscopio estereoscopico, contou-se 0 numero total de sementes (N°TS) e 0 nUmero
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de sementes com embrides clorofilados (N°SEC). A porcentagem de germinacdo foi
calculada utilizando-se a seguinte formula: % Germinagdo = [(N°SEC x 100)/ N°TS].

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x4x5 (dois tempos de
armazenamento, quatro meios nutritivos e cinco concentragdes de agar) com 3
repeticbes constituidas de um frasco de cultivo cada.

Os dados foram submetidos & analise de varidncia, com o auxilio do
programa computacional SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010), e as médias relativas aos
tempos de cultivo foram comparadas pelo teste t de Student e as relativas aos meios
nutritivos, pelo teste de Tukey, ambas até o nivel de 5 % de probabilidade, enquanto
que aquelas relativas as concentracdes de agar, foram ajustadas curvas de regressao.

O tempo de armazenamento das sementes, 0S meios nutritivos e a
concentracdo de agar atuaram isoladamente (p<0,01) sobre a %G de sementes de C.
nobilior. Houve interacdo significativa entre o tempo armazenamento e 0S meios
nutritivos (p<0,01), meios nutritivos e as concentragcdes de agar (p<0,05) e interacdo

significativa entre os trés fatores (p<0,05) (Quadro 4).

QUADRO 4. Resumo da analise de variancia da porcentagem de germinacdo (%G) de
sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

F.V G.L Q.M
Armazenamento 1 22163,18**
Meio 3 283,84**
Agar 4 211,57**
Arm. x Meio 3 899,39**
Arm. x Agar 4 19,56™
Meio x Agar 12 118,91*
Arm. x Meio X Agar 12 99,90*
Erro 40 48,04
CV (%) - 9,84
Média geral - 70,42%

** = gignificativo a 1% de probabilidade; * = significativo a 5% de probabilidade; ™ = n&o significativo

De modo geral, as sementes de C. nobilior armazenadas por 90 dias,
apresentaram os maiores valores de %G quando comparadas as sementes armazenadas
por 210 dias e cultivadas nos mesmos meios de cultura (Quadro 5).

No entanto, em cada periodo de armazenamento, a germinagéo das sementes
variou em funcdo dos meios nutritivos e da concentracdo de agar. Para as sementes

armazenadas por 90 dias, os meios nutritivos diferiram estatisticamente entre si apenas



21

quando se utilizou a concentracdo de 8 g L™ de 4gar. Nesse tratamento, 0s maiores
valores de %G foram observados nos meios VW, KC e MS %, sendo o menor valor
observado no meio MS (Quadro 5).

QUADRO 5. Efeito conjunto do tempo de armazenamento das sementes (TA), do meio
nutritivo e da concentracdo de agar sobre a porcentagem de germinacao de sementes de
Cattleya nobilior Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Porcentagem de Germinacéo

TA Agar (g L™ KN MS MS % VW

90 dias 92,70Aa 82,01Aa 88,70Aa 83,33Aa
86,25Aa 95,00Aa 93,86Aa 95,16Aa
82,30Aa 78,86Aa 92,54Aa 78,36Aa
83,51Aa 85,71Aa 89,47Aa 88,75Aa
91,66Aa 67,10Ab 91,00Aa 95,04Aa

210 dias 65,38Ba 49,60Ba 50,35Ba 60,15Ba

57,98Ba 67,40Ba 36,48Bb 72,75Ba
50,94Bab 56,72Ba 32,70Bb 55,86Ba
59,55Bab 71,50Ba 35,99Bc 52,06Bbc
60,08Ba 57,30Ba 37,94Bb 44,74Bab

0o RANOOCOOOIA~NO

Letras mailsculas comparam médias nos tempos de armazenamento na mesma concentracdo de agar (t de
Student a 5% de probabilidade).

Letras minGsculas comparam médias dos meios nutritivos na mesma concentracdo de agar (Tukey a 5%
de probabilidade).

KC (KNUDSON, 1946); VW (VACIN e WENT, 1949); MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

Em relacdo as sementes armazenadas por 210 dias, houve maior variacao da
%G entre 0s meios nutritivos e as concentragdes de agar. Quando se utilizou meio
liquido, os meios nutritivos ndo resultaram em valores de %G diferentes, entretanto, a
partir da concentracéo de 2 g L™ de &gar, o meio MS % apresentou os menores valores
de %G quando comparados aos demais meios nutritivos. O meio VW também resultou
nos menores valores de %G quando se utilizou as concentragdes de 6 e 8 g L™ de 4gar
(Quadro 5).

Para sementes armazenadas por 90 dias, observa-se que, no meio MS, o
aumento da concentracdo de agar resultou em aumento dos valores da %G até a
concentracéo estimada de 2,35 g L™ obtendo-se valor maximo de 88,7%. A partir dessa
concentragdo, os valores de %G decresceram. Para 0s demais meios nutritivos, as
concentragdes de &gar ndo diferiram entre si (Figura 3a).

Para sementes armazenadas por 210 dias (Figura 3b), pode-se observar que
0 meio MS %, independentemente da concentracdo de &gar, resultou nos menores
valores de %G e, no meio KC, a %G foi ndo variou em fungédo da concentracdo de agar.
No meio VW a %G apresentou resposta linear decrescente, havendo diminuicdo da %G
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com o0 aumento da concentracdo de agar. Para o meio MS, a %G apresentou resposta
quadrética e a maior %G foi observada quando a concentracdo de 4,7 g L™ de 4gar foi
utilizada, proporcionando valor méximo de 66,35%.

,,,,,, (lec) = 872504
*-y (ko) =87.28% ooty (i) = 58,80%

— B -y (ms) =-0,718x* + 3,7809x + 83,81 R* =64,7% - B -y (ms) =-0,688%* + 6,479x+ 51,10 R = 46,2%

- - y(ms 1/2)=91,11% - 4= y(ms 1/2)=38,70%
100 5 —%—rw =58120% 100 - ——v(w) =257+ 6742 Ri=611%
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FIGURA 3. Efeito conjunto da concentracdo de agar e do meio de cultura sobre a
porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Cattleya nobilior Rchb.f.
armazenadas por a) 90 dias e b) 210 dias. KC = Knudson C, MS= Murashige e Skoog,
MS %= Murashige e Skoog com metade da concentracdo de nutrientes, VW = Vacin e
Went. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Conforme KAUTH et al. (2008), as diferengas nas respostas germinativas
das sementes sdo geralmente atribuidas a viabilidade e qualidade das mesmas, dessa
forma, pode-se sugerir que a reducdo na germinacdo das sementes de C. nobilior ao
longo do tempo de armazenamento, provavelmente esteja relacionada a reducdo da sua
viabilidade, uma vez que os valores de %G observados ap6s cada tempo de
armazenamento estdo préximos aos valores obtidos para a porcentagem de sementes
viaveis de 90% para aquelas armazenadas por 90 dias e de 54% para aquelas
armazenadas por 210 dias.

Como foi observado, o armazenamento das sementes de C. nobilior por 90
dias resultou em viabilidade e germinabilidade em torno de 90%. No entanto, aos 210
dias de armazenamento, a viabilidade e a germinabilidade de sementes de C. nobilior

foram reduzidas pela metade (Quadro 5).
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Sementes de C. granulosa Lindl., C. hegeriana (Campacci) Van den Berg,
C. intermedia Graham ex Hook, C. purpurata (Lindl. e Paxton) Van den Berg, C.
sanguiloba (Withner) Van den Berg, C. tigrina Verschaff. ex Lem e C. walkeriana
Gardn armazenadas sob -18°C por 90 dias também apresentaram manutencdo da sua
viabilidade ao apresentarem %G acima de 96% (HOSOMI et al., 2012).

ALVAREZ-PARDO e FERREIRA (2006) obtiveram valores de viabilidade
e germinacdo acima de 95% para sementes de C. intermedia, C. intermedia var. pallida
Lindl. e C. bicolor armazenadas sob temperatura de 5° C. A reducéo da viabilidade e
germinabilidade a 50% ocorreu apenas ap0s 36 meses de armazenamento para C.
intermedia var. pallida e 24 meses para C. bicolor.

Sementes de Laelia albida Bateman ex Lindl. apresentaram %G entre 85 a
75% quando armazenadas por um e dois anos, respectivamente, dentro de envelopes de
papel sob 4°C (SANTOS-HERNANDEZ et al., 2005).

Além do tempo de armazenamento, a composi¢do quimica e a consisténcia
dos meios de cultura também influenciaram a %G das sementes de C. nobilior, de
maneira que sementes armazenadas por 210 dias apresentaram maior variacdo na %G
guando comparadas as sementes armazenadas por 90 dias (Figura 3).

Os maiores valores de %G de sementes armazenadas por 210 dias, foram
observados no meio VW liquido (auséncia de &gar) e no meio MS e na concentracdo
estimada de 4,7 g L™ de 4gar. O aumento da concentracio de &gar nesses dois meios
resultou em decréscimos dos valores de %G (Figura 3b). Conforme FARIA et al.
(2012), o meio VW liquido provavelmente resultou em maior difusdo dos nutrientes
para as sementes, possibilitando os altos valores de %G observados. Com o0 aumento da
concentracdo de agar, entretanto, a %G decresceu devido a menor difusdo de nutrientes
as sementes.

Por outro lado, no meio MS, a %G das sementes armazenadas por 210 dias
aumentou com o acréscimo da consisténcia do meio, até a concentracdo estimada de 4,7
g L™ de &gar, sendo que, em concentragdes superiores reduziram a germinacdo das
sementes (Figura 3b), provavelmente devido a menor disponibilidade dos nutrientes em
meios mais consistentes.

Os baixos valores de %G observados no meio MS %, em sementes
armazenadas por 210 dias, podem ser devidas a menor concentracdo dos elementos
magnésio, fosforo e enxofre desse meio, quando comparado aos demais meios nutritivos
(Quadro 1).
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Dessa forma, 0s meios nutritivos e a concentracdo de agar influenciam a
germinacdo de sementes armazenadas de C. nobilior. Sementes armazenadas por 90
dias apresentam maior viabilidade e germinabilidade quando comparadas as sementes
armazenadas por 210 dias e 0 uso de sementes armazenadas por 210 dias pode resultar
em %G acima de 65% quando semeadas em meio VW liquido ou MS + 4,7 g L™ de

agar.
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EXPERIMENTO 3

Efeito de tratamento pré-germinativo na germinacdo de sementes de Cattleya

nobilior

Sob condigBes assépticas, 0,05 g de sementes Cattleya nobilior,
armazenadas por 90 dias e com viabilidade de 90%, foram embebidas, por 30, 60 ou
120 minutos, em solucgdes aquosas de acido giberélico (GA3) nas concentracdes de 0,0;
0,5;1,0; 2;0 ou4;0 mg L™

Na sequéncia a &gua de embebicdo foi descartada e as sementes foram
desinfetadas por 15 minutos com uma solugdo composta por 15 mL de hipoclorito de
sodio comercial e 100 mL de agua destilada estéril. Apds esse periodo as sementes
receberam triplice lavagem com agua destilada estéril (50 mL por lavagem). Depois do
descarte da 4gua de lavagem as sementes receberam 100 mL de agua destilada estéril e,
200 pL dessa suspensao de sementes, foram inoculados em cada frasco de cultivo.

Como frascos de cultivos foram utilizados recipientes de plastico transparente,
providos de tampa rosqueavel, com capacidade para 50 mL que receberam 10 mL do
meio de cultura MS ¥, geleificado com 5,5 g L™ de &gar bacterioldgico, acrescido de 30
g L™ de sacarose e pH ajustado para 5,8 +0,1 com KOH (0,1M). A esterilizacdo do meio
de cultura foi realizada em autoclave a 120 °C e 1 atm, durante 20 minutos. Apds a
solidificacdo, os recipientes contendo o meio de cultura foram transferidos para
ambiente asséptico para a realizacdo da semeadura in vitro.

Logo depois da semeadura, as culturas foram acondicionadas em sala de
crescimento com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20
umol m™ s produzida por duas lampadas fluorescentes de 40 W.

Aos 30 dias de cultivo foi avaliada a germinacgéo. Para tanto, foram adicionados
em cada frasco, 10 mL de agua destilada, e apds a agitacdo manual a suspensdo de
sementes foi vertida em placas Petri e, com o auxilio de um microscépio estereoscépico,
contou-se 0 numero total de sementes (N°TS) e o numero de sementes com embrides
clorofilados (N°SC). A porcentagem de germinacdo foi calculada utilizando-se a
seguinte formula: Germinagdo (%) = [(N°SC x 100)/ N°TS].

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas subdivididas, sendo alocadas nas

parcelas as concentracdes de GAs e, nas subparcelas, os trés tempos de embebigdo, com
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trés repeticbes de um frasco de cultivo cada. Os dados foram submetidos a analise de
variancia com a utilizagédo do aplicativo SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010) e aos fatores
significativos foram ajustadas curvas de regresséo.

Houve efeito significativo da interacdo entre concentracdo de acido
giberélico (GA3) e tempo de imersdo (p<0,05) sobre a %G de sementes de C. nobilior,

n&o sendo registrados efeitos isolados (p>0,05) dos fatores estudados (Quadro 6).

QUADRO 6 . Resumo da anélise de variancia da porcentagem de germinagdo (%G) de
sementes de Cattleya nobilior Rchb.f. em funcdo da concentracdo e do tempo de
imersdo das sementes em acido giberélico . UFGD, Dourados — MS, 2013.

F.V G.L Q.M
GA3 4 20,63™
Erro A 10 14,91
Tempo de imersao 2 6,86™
GA; x Tempo de imerséo 8 63,17*
Erro B 20 20,63
CV (%) 4,51%
Média geral 85,61%

* = significativo a 5% de probabilidade; ™ = néo significativo

A imersdo das sementes de C. nobilior nas diferentes solucGes de GA3z ndo
resultou em acréscimos na %G, uma vez que os Vvalores observados foram
estatisticamente semelhantes aos observados para as sementes imersas em agua. Além
disso, com o aumento do tempo de imersdo de 30 para 120 minutos, o uso de 4,0 mg L™
de GA3 reduziu a %G de 87,98 para 75,11%, respectivamente (Figura 4).
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FIGURA 4. Efeito conjunto da concentracdo de giberelina e do tempo de imerséo das
sementes sobre a porcentagem de germinacdo (%G) de sementes de Cattleya nobilior
Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

O GA; aumenta a concentracdo de carboidratos sollveis durante a
germinacdo da semente e o crescimento da planta (BIALECKA e KEPCZNSKI, 2007) e
promove o alongamento celular (TAIZ e ZEIGER, 2008). Alguns trabalhos tém
comprovado que o emprego de acido giberélico como tratamento pré-germinativo em
sementes de diversas espécies arbdreas estimula a germinacdo (SCALON et al., 2005).

No entanto, como no presente trabalho houve germinacdo em todas as
concentracdes de GAgs, sugere-se, conforme LEITE e HEBLING (2007), que o contetdo
de giberelina endégena das sementes de C. nobilior tenha sido suficiente para estimular
a germinacéo.

Diferentes respostas germinativas foram observadas para outras espécies de
orquideas quando giberelinas foram adicionadas ao meio ou foram utilizadas como
tratamentos pré-germinativos.

Enquanto que para Comparettia falcata Poeppig e Endlicher, a adicdo de
giberelina ao meio de cultura favoreceu a germinagdo das sementes (PEDROZA-
MANRIQUE et al., 2005), para sementes de C. warnerri, 0 GAz promoveu a
germinacdo apenas na auséncia de luz (LEITE e HEBLING, 2007) e para sementes de
Paphiopedilum ciliolare Pfitz, a adi¢do de adicdo de 1,0 mg L™ de GA 4.7 ao meio de
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cultura ndo promoveu a germinacdo, resultando em valores de %G similares
estatisticamente ao controle (PIERIK et al., 1988).

Do mesmo modo, o emprego de giberelina como tratamento pré-
germinativo, também resultou em variagdo nas respostas germinativas de algumas
especies de orquideas.

A imersdo de sementes de C. bicolor por 24 h em solugdo de 1,0 mg L™ de
GA; resultou em maior numero de plantas, como resultado de maior germinacdo das
sementes (SANTOS et al., 2007). Por outro lado, MIYOSHI e MII (1995) néo
observaram efeito significativo na germinacédo de sementes de Calanthe discolor Lindl.
imersas em solucdes de 10 ou 100 mg L™ de GA; por 24 horas. MACEDO et al. (2011)
também ndo observaram efeito significativo da imersdo de sementes de Brassavola
cebolleta Rchb. f. em solucdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4 mg L™ de GAs, por 30, 60 e 120
minutos sobre a germinacdo de sementes e os resultados foram semelhantes aos
observados para o controle.

No entanto, houve reducédo da %G de C. nobilior quando as sementes foram
imersas em solucéo de 4,0 mg L™ de GA; por 120 minutos (Figura 4). Para Dendrobium
nobile Lindl. também houve reducdo na %G quando as sementes foram imersas por 24
horas em solucdes de 1,0 a 5,0 mg L™ de GA; (SOARES et al., 2012b).

Dessa forma, a imersdo das sementes de C. nobilior em agua por 30 minutos
é suficiente em estimular a germinacdo. O emprego de solucBes de GA3z como
tratamento pré-germinativo ndo resultou em aumento significativo na %G dessa espécie,

nas concentragdes e nos tempos de imersédo empregados.
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EXPERIMENTO 4

Efeito do meio nutritivo e da concentracdo de agar no desenvolvimento de

protocormos de Cattleya nobilior

Sob condicbes assépticas, 0,10 g de sementes de Cattleya nobilior,
armazenadas por 210 e com viabilidade de 54%, foram embebidas em &gua destilada
estéril por 15 minutos. Na sequéncia, a agua de embebicdo foi descartada e as sementes
foram desinfetadas por 15 minutos com uma solugdo composta por 15 mL de
hipoclorito de sddio comercial e 100 mL de agua destilada estéril. Apos esse periodo as
sementes receberam triplice lavagem com agua destilada estéril (50 mL por lavagem).
Em seguida ao descarte da agua de lavagem as sementes receberam 400 mL de agua
destilada estéril e, 2000 L dessa suspensdo de sementes, foram inoculados em cada
frasco de cultivo.

Como frascos de cultivos foram utilizados recipientes de vidro transparente,
providos de tampa metélica, com capacidade para 600 mL que receberam 80 mL de um
dos meios de cultura estudados. A esterilizagdo dos meios de cultura foi realizada em
autoclave a 120 °C e 1 atm, durante 20 minutos. Logo depois da solidificacdo, os
recipientes contendo os meios de cultura foram transferidos para ambiente asséptico
para a realizacdo da semeadura in vitro.

Foram estudados os meios de cultivo KC (KNUDSON, 1946), VW (VACIN e
WENT, 1949), MS e MS % (MURASHIGE e SKOOG, 1962), geleificados com 0,0;
2,0; 4,0; 6,0 ou 8,0 g L™ de agar bacterioldgico. Os meios KC e VW foram acrescidos
de 20 g L™ de sacarose e 0s meios MS e MS Y% foram acrescidos de 30 g L™ de
sacarose, tendo o pH ajustado para 5,8+0,1 com KOH (0,1M).

Apoés a semeadura, as culturas foram acondicionadas em sala de crescimento
com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20 pmol m™ s
produzida por duas ldampadas fluorescentes de 40 W.

Aos 90 dias de cultivo foram feitas avaliagdes dos estagios de desenvolvimento
dos protocormos. Para tanto, foram adicionados em cada frasco, 10 mL de agua
destilada, e apos a agitagdo manual o material foi vertido em placa de Petri e, com 0
auxilio de um microscépio estereoscopico foi classificado em: Estagio 1 = protocormo

intumescido e verde; Estagio 2 = protocormo com uma folha ou duas folhas pouco
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desenvolvidas; Estagio 3 = protocormos com folhas bem desenvolvidas e Estagio 4 =
protocormo com folhas bem desenvolvidas e raizes (Figura 5), com base na
classificagdo de STEWART e KANE (2006):

FIGURA 5. Estagios de desenvolvimento de protocormos de Cattleya nobilior. a)
estagio 1 barra = 1,5 mm. b) estégio 2 barra = 3,0 mm. c) estagio 3 barra = 3,0 mm. d)
estagio 4 barra = 3,0 mm. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Em cada amostra avaliada, foram contados o numero total de protocormos
(N°TP) e o nimero de protocormos em cada estagio de desenvolvimento (Py) para a
determinacdo das porcentagens de protocormos (% P,) em estagio 1, 2, 3 e 4, de acordo
com a seguinte formula: % Py = (Px x 100) / N°TP.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 4x5 ( quatro meios nutritivos e cinco
concentragOes de agar) com 3 repeti¢es constituidas de um frasco de cultivo. Os dados
foram submetidos & andlise de variancia, com a utilizagdo do aplicativo SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010), sendo o fator qualitativo comparados por teste de Tukey, até o
nivel de 5% de probabilidade, e ao quantitativo foram ajustadas equagdes de regresséo.

Os meios nutritivos e as concentracdes de agar atuaram significativamente
(p<0,01 e p<0,05) sobre a porcentagem de protocormos em estagio 1 (%P1), 3 (%P3), 4
(%P4) e sobre o numero total de protocormos (PT). Houve também interacdo

significativa desses fatores sobre todas as caracteristicas estudadas (Quadro 7).

QUADRO 7. Resumo da andlise de variancia do desenvolvimento de protocormos de
Cattleya nobilior Rchb.f. avaliados aos 90 dias ap6s a semeadura. UFGD, Dourados —
MS, 2013.

F.V. G.L. Quadrados médios

%P1 %P2 %P3 %P4 PT
Meio 3 61,76** 4,86™ 84,17**  3,17** 326,96**
Agar 4 26,09** 4,85™ 40,75** 0,72* 23,23**

Meio x Agar 12 9,17** 5,14* 9,31** 0,53* 18,32**
Erro 40 1,46 2,28 111 0,22 3,01




31

CV(%) - 18,10 36,71 23,68 37,26 11,58
M. geral (%) - 51,47% 19,08% 28,34% 1,11% -
N° Proteorm - 109,55 49,32 99,01 3,79 261,67

De modo geral, os meios liquidos (0 g L™ de &gar) resultaram em elevada
%P1 (acima de 70%), independentemente do meio nutritivo utilizado (Figura 6a). Por
outro lado, baixos valores de %P2, %P3 e %P4 foram observados nestes meios. Esse
resultado sugere que os meios liquidos possibilitam a germinacdo e o desenvolvimento
de protocormos de C. nobilior até ao estdgio de desenvolvimento 1, entretanto,
impossibilita a formacdo de protocormos completos, ou seja, com folhas bem
desenvolvidas e raizes.

Com excecdo do meio VW, a concentracdo de 4&gar influenciou o
desenvolvimento de protocormos de C. nobilior nos diferentes meios nutritivos. Os
valores médios de %P1, %P2 e %P3 observados no meio VW foram de 80,21%,
13,46% e 6,30%, respectivamente (Figura 6).

O meio KC apresentou elevada formacédo de P1, sendo o valor maximo de
(85,36%) observado na concentragdo estimada de 3,0 g L™ de 4gar (Figura 6a). Foram
observados também valores médios de P2 (Figura 6b) e de P3 (Figura 6¢) de 46% e
34,54%, respectivamente, quando se utilizou a concentracdo de 8 g L™ de &gar. A
formacgéo de P4 n&o foi observada neste meio.

Nos meios MS e MS %, os maiores valores de %P1 foram observados
apenas na auséncia de &gar, embora o uso de 8 g L™ de 4gar no meio MS ¥ tenha
resultado em valores de %P1 em torno de 38,55% (Figura 6a). Baixos valores de %P2
também foram observados nestes meios, sendo em média de 16,9% no meio MS % e
13,5% no meio MS (Figura 6b). Em contrapartida, elevados valores de %P3 foram
observados nestes meios de maneira que a %P3 foi em média 79,90% no meio MS %
quando se fez uso de 4,75 g L™ de &gar e 67,32% no meio MS na concentracéo de 5,51
g L™ de &gar (Figura 6¢).

A presenca de protocormos em estagio 4 foi observada apenas nos meios
MS e MS %. No meio MS, independentemente da concentragdo de &gar, 0,37% das
sementes semeadas se converteram em plantas inteiras, apos os 90 dias de cultivo in
vitro. Por outro lado, o aumento da concentracdo de agar resultou em aumento do %P4
no meio MS %2, sendo possivel obter um valor maximo de 7,06% de P4 em uma amostra

de sementes, na concentracdo de 4,66 g L™ de 4gar (Figura 6d).
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FIGURA 6. Efeito do meio nutritivo e da concentracdo de &gar sobre a porcentagem de
protocormos em estagio 01 (%P1) (a), em estagio 02 (%) (b) e em estagio 03 (%P3) (c)
e da concentracdo de agar sobre a porcentagem de protocormos em estagio 04 (%P4)
obtida em meio MS %2 (d) de Cattleya nobilior Rchb. f. Dourados- MS, UFGD, 2013.

As diferencas observadas no desenvolvimento dos protocormos de C.
nobilior podem ser devidas a variacdo na composicdo dos meios de cultura utilizados.
De acordo com o Quadro 1, pode-se observar que o meio MS apresenta a maior
diversidade e concentracdo de macro e micronutrientes, vitaminas e aminoacidos. O

meio MS % é composto pelos mesmos constituintes do meio MS, entretanto, com
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metade da concentracdo. Ja os meios KC e VW apresentam menor concentracao de
macronutrientes, menor diversidade de micronutrientes e ndo sdo constituidos de
vitaminas e amino&cidos.

Dessa forma, sugere-se que 0s maiores valores de %P3 (Figura 6a)
observados nos meios MS e MS % sejam devidos ao maior fornecimento de nutrientes
minerais e substancias organicas presentes nestes meios, 0s quais sustentaram o rapido
crescimento dos protocormos e possibilitaram a formacdo de folhas, quando
comparados aos demais meios nutritivos.

No entanto, como 0s maiores valores de %P4 foram observados no meio
MS % (Figura 6b), sugere-se que a concentracdo de nutrientes deste meio seja mais
adequada, além de econdmica, para o desenvolvimento de protocormos de C. nobilior.

Dessa maneira, como 0s meios MS e MS % apresentaram elevados valores
de %P3 e também apresentaram formacdo de protocormos em estagio 04, sugere-se que
para o desenvolvimento de protocormos de C. nobilior seja necessario um elevado
suprimento de nutrientes minerais, além de micronutrientes e vitaminas.

Os meios MS e MS % também foram efetivos no desenvolvimento de
plantas de Dendrobium tosaense Makino originadas de capsulas em diferentes estagios
de maturagéo, enquanto que os meios KC e VW foram menos efetivos (LO et al., 2004).
O uso de meio MS possibilitou a formacdo completa de protocormos de C. violacea
(Kunth) Rolfe aos 60 dias ap6s a semeadura (GALDIANO JUNIOR et al., 2013).

No presente trabalho, os meios KC e VW apresentaram elevados valores de
%P1 quando comparados aos meios MS e MS % (Figura 6a), entretanto, o
desenvolvimento dos protocormos nos demais estagios foi menos pronunciado,
provavelmente devido a auséncia de micronutrientes e vitaminas.

Para C. warnerii, 0s meios KC e VW foram 0s que proporcionaram o maior
desenvolvimento dos protocormos os quais atingiram o estagio 3 de desenvolvimento
apos 90 dias de cultivo in vitro. Quando os protocormos foram cultivados em meio MS
e MS %, o seu desenvolvimento ndo ultrapassou a fase 1 (JORGE et al., 2011).
SUZUKI et al (2010) também observaram maior desenvolvimento dos protocormos de
C. bicolor (estagio 2) em meio KC. MATA-ROSAS e SALAZAR-ROJAS (2009)
observaram maior formacéo e desenvolvimento de protocormos de Mormodes tuxtlensis
Salazar em meio KC modificado, quando comparado ao meio MS.

Como foi observado, os meios liquidos favoreceram a formacgdo de

protocormos em estagio 1 em todos 0s meios nutritivos, entretanto, apenas uma pequena
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parcela desses protocormos se desenvolveu nos estagios subsequentes. Dessa forma, o
meio liquido pode ser uma alternativa para a avaliagdo da %G de sementes de C.
nobilior, entretanto ndo deve ser utilizado para trabalhos direcionados a producéo de

mudas.
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3-CONCLUSOES

A porcentagem de germinacdo de sementes de Cattleya nobilior é
dependente do tempo de armazenamento e da concentracdo de agar e do meio nutritivo.

O uso de GA; como tratamento pré-germinativo ndo influenciou a
germinacado de sementes de Cattleya nobilior.

Sementes de Cattleya nobilior podem ser semeadas em meios nutritivos
isentos de agentes geleificantes para a obtencéo de porcentagem de germinacao superior
a 80%.

Todos 0s meios de cultura avaliados (MS, MS %, VW e KN) foram
eficientes em promover a germinacdo e a formacdo de protocormos até o estagio 3,
independentemente da concentracdo de &gar (0, 2,4, 6e8gL™).

Entre os meios nutritivos avaliados (MS, MS %, VW e KN), os meios MS e
MS % foram 0s que proporcionaram as maiores porcentagens de germinacdo, e
possibilitaram o desenvolvimento de protocormos até o estagio 04, em 90 dias de

cultivo in vitro.
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CAPITULO?2

CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTAS DE Cattleya nobilior RCHB.F.
(ORCHIDACEAE)

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar o efeito da &gua de coco e de reguladores
de crescimento no cultivo in vitro de plantas de Cattleya nobilior Rchb.f.. Para tanto
foram desenvolvidos dois experimentos independentes. No primeiro experimento, 0S
explantes de C. nobilior foram cultivados por 90 e 180 dias em meio de cultura MS
geleificado com 5,5 g L™ de 4gar bacterioldgico acrescido de 20 g L™ de sacarose e de
diferentes concentracbes de agua de coco (0; 5; 10; 20 e 25%). No segundo
experimento, os explantes de C. nobilior foram cultivados por 120 dias em meio MS %,
acrescido de 20 g L™ de sacarose, gelificado com 5,5 g L™ de &gar bacterioldgico e
enriquecido com BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 40 mg L™) e ANA (0,0; 0,5;1,0e 2,0 mg L’
1). Em ambos os experimentos, o pH dos meios foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da
esterilizacdo em autoclave a 120 °C e 1,0 atm durante 20 minutos e ap0ds a inoculacao,
as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25+ 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20 pmol m™ s™. No primeiro experimento,
verificou-se que, a adicdo de 25% de agua de coco resultou nos maiores valores de
massa fresca e seca e no maior comprimento da parte aérea das plantas. O maior nimero
de raizes foi obtido aos 90 dias de cultivo na auséncia de agua de coco. Os maiores
valores de numero de brotos e de comprimento de raizes foram observados aos 180 dias
enquanto que para o numero de folhas, ndo foi observado efeito significativo dos
tratamentos. Em relagdo ao segundo experimento, os maiores valores de porcentagem
de sobrevivéncia, numero de brotos e raizes, comprimento da parte aérea e massa fresca
foram obtidos na auséncia de reguladores de crescimento. A porcentagem de massa
fresca da parte aérea foi maior com a adicdo de 4,0 mg L™ de BAP enquanto que o
maior nimero de folhas foi observado com a adicdo de 0,5 mg L™ de ANA e o
comprimento da maior raiz foi maior na presenca de 2,0 mg L™ de ANA.

Palavras — chave: Orquidea, cultivo in vitro, agua de coco, reguladores de crescimento.
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ABSTRACT

This work was conducted with the objective of evaluating the effect of coconut water
and growth regulators on in vitro culture of plants of Cattleya nobilior Rchb.f.. For this
purpose, two experiments were conducted. In the first experiment, C. nobilior explants
were cultured for 90 and 180 days on MS medium gelled with agar 5.5 g L™, plus
sucrose 20 g L™ and different concentrations of coconut water (0; 5; 10; 20 e 25%). In
the second experiment, C. nobilior explants were grown for 120 days on %2 MS
medium, gelled with agar 5.5 g L™, plus sucrose 20 g L™ and supplemented with BAP
(0.0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L™) and NAA (0.0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg L™). In both
experiments, the pH was adjusted to 5.8 + 0,1 before autoclaving at 120 °C and 1.0 atm
for 20 minutes and after inoculation, the cultures were maintained in a growth room at
25 * 2 °C, photoperiod of 12 hours and photosynthetically active radiation of 20 pmol
m? s, In the first experiment, it was found that the addition of 25% coconut water
resulted in higher values of fresh and dry mass and greatest length of shoots. On the
other hand, the highest number of roots was obtained after 90 days of culture in the
absence of coconut water. The highest values of shoot number and root length were
observed at 180 days while for the number of leaves, there was no significant effect of
the treatments. Regarding the second experiment, the highest values of survival
percentage, shoot and root number, shoot length and fresh weight were obtained in the
absence of growth regulator. The percentage of fresh weight of shoots was higher with
the addition of BAP 4.0 mg L™, while the highest number of leaves was observed with
the addition of NAA 0.5 mg L™ and the greater root length was higher in the presence
of NAA2.0mg L™

Key words: Orchid, in vitro culture, coconut water, growth regulators.
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EXPERIMENTO 1

Efeito da 4gua de coco no cultivo in vitro de Cattleya nobilior

1- INTRODUCAO

A extracdo de orquideas nativas da flora sul mato-grossense constitui um
dos principais fatores para a diminuicio das populacdes locais. Segundo MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE (2008), entre as espécies alvo destaca-se Cattleya nobilior
Rchb.f. que embora nédo seja considerada ameacgada de extingéo, encontra-se na lista de
espécies cujas informacdes sdo ainda deficientes para enquadramento na condigdo de
ameacada.

A C. nobilior é uma orquidea epifita ou rupicula de crescimento simpodial
que ocorre também nos estados de Goias, Mato Grosso, Pard, Tocantins, Maranhdo e
Distrito Federal e em paises como Paraguai e Bolivia (BARROS et al., 2013;
BIANCHETT]I, 2007). O seu florescimento ocorre nos meses de agosto a setembro e as
plantas produzem inflorescéncias compostas por duas ou trés flores grandes
predominantemente réseo-lilases, muito vistosas e de grande valor comercial (POTT e
POTT, 1994; BIANCHETTI, 2007; RODRIGUEZ et al., 2009; BARROS et al., 2013).

A busca por alternativas que visam integrar atividades focadas tanto na
conservacdo de espécies de orquideas dentro de areas nativas, quanto na producdo
comercial de mudas constitui um dos principais desafios para prevenir a diminuicéo de
populacbes naturais (ROBERTS et al., 2007). Nesse sentido, a propagacao in vitro é um
método valioso uma vez que possibilita a producdo de grande nimero de propagulos
dentro de um periodo de tempo relativamente curto (PUCHOOA, 2004; BASKER e
BAI, 2006).

Contudo, algumas orquideas apresentam um desenvolvimento lento sob
condicdes in vitro, semelhante ao que acontece na natureza sendo necessaria a adicdo de
substancias que promovam a multiplicagdo, o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (COSTA et al., 2009). Neste contexto, a suplementacdo do meio de cultura com
aditivos organicos como a agua de coco (endosperma liquido de Cocus nucifera L.) tem
proporcionado efeitos benéficos no crescimento in vitro de diversas especies de

orquideas, além de ser um procedimento simples e acessivel aos produtores
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(ICHIHASHI e ISLAN, 1999; VENTURA, 2007; VIEIRA et al., 2009; GONCALVES
etal., 2012).

A 4gua de coco é composta por uma mistura complexa de elementos
organicos e inorganicos e apresenta importante acdo tamponante. Apresenta em sua
composicdo magnésio, fésforo, nitrogénio, ferro, enxofre, potassio, sodio, e cobre,
sendo também composta por &cidos organicos, aminoacidos, enzimas, fitormonios
(como as citocininas), vitaminas e acglcares (KRIKORIAN, 1991; CALDAS et al.,
1998; RITCHER et al., 2005; GNASEKARAN et al., 2012).

Os efeitos benéficos da dgua de coco no cultivo in vitro tem sido relatados
na neoformacéo de protocormos de Dendrobium Swartz ‘Sonia’ (PUCHOOA, 2004), de
Cymbidium pendulum (Roxb.) Sw. (KAUR e BHUTANI, 2012) e de Vanda teres
(Roxb.) Lindl. (SINHA e ROY, 2004), no aumento no numero de brotacdes de
Paraphalaenopsis serpentiligua J.J.Sm. (MUKARLINA et al., 2010) e de
Paphiopedilum sp. (HUANG et al., 2001) e no aumento do crescimento de hibridos de
Calanthe (BAQUE et al., 2011) e de Cattleya (ARAUJO et al., 2006).

N&o ha relatos na literatura sobre o efeito da utilizacdo de dgua de coco no
cultivo in vitro de plantas de C. nobilior. Nesse sentido, objetivou-se com este estudo
avaliar o crescimento in vitro de plantas de C. nobilior em fungdo do tempo de cultivo e
da suplementacdo do meio de cultura com agua de coco.
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2 - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados — MS, durante o periodo de novembro de 2010 a maio de 2011.

Foram utilizados como explantes brotos de Cattleya nobilior (Figura 1a),
com oito meses, oriundos de semeadura in vitro, mantidos sala de crescimento (25 + 2°
C, fotoperiodo de 12 h e radiacdo fotossintética ativa de 20 pmol m™ s™) e cultivados
em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 20 g L™ de sacarose,
geleificado com 5,5 g L™ de &gar bacterioldgico, pH ajustado para 5,8 + 0,1 e sem
subcultivos.

Sob condicBes assépticas, cinco explantes com aproximadamente 8 mm de
comprimento, com trés folhas e desprovidos de raizes, foram destacados das plantas de
origem e inoculados em frascos de vidro (Figura 1b) contendo 60 mL de meio de
cultura MS, acrescido de 20 g L™ de sacarose, gelificado com 5,5 g L™ de &gar
bacterioldgico e suplementado com 0; 5; 10; 20 ou 25% de &gua de coco verde.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 £ 0,1 com KOH (1M) antes
da esterilizacdo em autoclave a 120° C e 1,0 atm durante 20 minutos. Foram utilizados
frascos com capacidade para 600 mL providos de tampas metalicas. A agua de coco
utilizada foi oriunda de frutos verdes e peneirada antes do seu uso.

Apbs a inoculacdo dos explantes, as culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25+ 2 © C, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de
20 umol m™ s™ produzida por duas lampadas fluorescentes de 40 W cada.

Apdbs 90 dias de cultivo duas plantas de cada frasco foram retiradas dos
mesmos e, a seguir, foram lavadas em agua corrente e avaliadas quanto ao nimero de
brotos por planta. A seguir, os brotos de cada planta foram separados e avaliados quanto
ao numero de folhas e raizes, comprimento da parte aérea e das raizes, massa fresca e
seca e porcentagens de massa fresca e seca da parte aérea e das raizes.

As outras trés plantas restantes (Figura 1c) foram transferidas para meios de
cultura com a mesma formulacdo anterior. Foram utilizados frascos contendo o mesmo
volume de meio de cultura, e as condi¢des de preparo dos meios foram semelhantes as
descritas anteriormente. As culturas foram mantidas sob as mesmas condicGes de

temperatura, fotoperiodo e luminosidade por mais 90 dias. Apds esse periodo, as trés
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plantas restantes (Figura 1d) foram retiradas dos frascos, lavadas em agua corrente e

avaliadas quanto as mesmas caracteristicas vegetativas.

FIGURA 1. a) Planta de Cattleya nobilior com flores barra = 2,0 cm. b) Brotos de
plantas de C. nobilior cultivados in vitro barra = 2,0 cm. ¢) Plantas de C. nobilior
produzidas aos 90 dias de cultivo in vitro em meio de cultura MS enriquecido com 25%
de agua de coco barra = 2,0 cm. d) Plantas de C. nobilior produzida aos 180 dias de
cultivo in vitro em meio de cultura MS enriquecido com 25% de agua de coco barra =
2,0 cm.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado e 0s
tratamentos foram arranjados em esquema de parcelas subdivididas, sendo alocados nas
parcelas os dois tempos de cultivo e nas subparcelas as concentracdes de agua de coco
acrescidas ao meio de cultivo, com quatro repeti¢cbes constituidas de um frasco de
cultivo cada.

Para as analises estatisticas foi utilizado o aplicativo computacional
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010) e todos os dados foram avaliados mediante analise de
variancia e, havendo significancia do efeito da agua de coco foram ajustadas equagdes
de regressdo (BANZATTO e KRONKA, 1992).
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo de cultivo atuou significativamente (p<0,05) sobre a porcentagem
da massa fresca da parte aérea (%MFPA) e sobre as porcentagens de massa fresca
(%MFR) e seca (%MSR) das raizes. Houve efeito isolado da agua de coco (p<0,05)
apenas sobre a massa fresca (MF) e seca (MS) dos brotos. Efeito conjunto (p<0,05) de
ambos os fatores foi observado sobre a %MFPA, %MFR, %MSPA e %MSR (Quadro
1).

QUADRO 1. Resumo das andlises de variancia da massa fresca (MF), porcentagem da
massa fresca da parte aérea (%MFPA) e das raizes (%MFR), massa seca (MS),
porcentagem de massa seca da parte aérea (%oMSPA) e das raizes (%MSR), de brotos de
Cattleya nobilior Rchb.f.. UFGD, Dourados-MS, 2013.

F.V. G.L. Quadrados médios

MF %MFPA 9%MFR MS %MSPA 9% MSR
TC 1 0,16™ 0,60* 2,87** 0,03"™ 2,13 9,46*
Erro1l 4 0,03 0,06 0,11 0,33 0,29 1,10
AC 4 0,54**  0,04™ 0,12" 2,00* 0,34™ 2,18™
TCxAC 4 0,14" 0,64* 4,52* 0,78™ 0,89** 5,03*
Erro 2 16 0,06 0,15 1,12 0,50 0,18 0,83
CV(%) 0,24 4,25 28,88 0,07 4,68 22,93
M.Geral 0,03g 86,19% 13,81% 0,002g 83,29% 16,71%

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F;
™ n&o significativo

A adicdo de agua de coco aos meios de cultura favoreceu a producdo de
biomassa de C. nobilior, de maneira que o aumento da concentracdo deste aditivo
resultou em aumento nos valores de MF e MS dos brotos, independentemente do tempo
de cultivo (Figura 2a e 2b, respectivamente).

Os efeitos benéficos da agua de coco sobre a massa fresca e seca também
foram observados no cultivo in vitro de outras espécies de orquideas. Para plantas do
hibrido Calanthe ‘Bukduseong’ x ‘Hyesung’, a adigdo de 50 mL L™ de 4gua de coco em
meio Hyponex modificado, apds oito semanas de cultivo, resultou em valores de massa
fresca e seca da parte aérea e das raizes, estatisticamente superiores quando comparados
ao controle (BAQUE et al., 2011). O cultivo de protocormoides (PLBs - protocorm like
bodies) do hibrido Dendrobium Alya Pink, em meio de cultura MS % contendo 10% e
20% de agua de coco, também resultou nos maiores valores de massa fresca, quando
comparados ao controle (NAMBIAR e MAZIAH, 2012).
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Plantas do hibrido de Cattleya labiata x Cattleya forbesii também
apresentaram maior massa fresca quando cultivadas por seis meses em meio MS com
metade da concentragdo de macronutrientes e acrescido de 1,0 g L™ de carvdo ativado,
suplementado com 100 ml L™ de 4gua de coco e 100 g L™ de polpa de banana, quando
comparadas ao controle (VIEIRA et al., 2009).

Provavelmente, a adi¢do de agua de coco no meio de cultura resultou em
aumento da massa fresca e seca dos brotos de C. nobilior por possuir substancias que
estimulam as células a iniciarem e manterem-se em um ciclo de divisdes celulares
(PYATI et al.,, 2002; TAIZ e ZEIGER, 2008), proporcionando, desse modo, maior
producdo e acimulo de biomassa dos brotos quando comparada ao controle. Dentre as
substancias promotoras do crescimento, foram identificadas na 4gua de coco algumas
citocininas, entre elas a zeatina — O — glicosideo e a dihudrozeatina — O —glicosideo (GE
et al., 2004), as quais estimulam a divisdo celular (TAIZ e ZEIGER, 2008). A presenca
de acucares na dgua de coco (RITCHER et al., 2005) também pode ter contribuido para
0 aumento na biomassa das plantas de C. nobilior, uma vez que segundo RIEK et al.
(1997), 75 a 85% do aumento da biomassa deve-se a incorporacdo de carbono nos
tecidos, sendo reflexo de uma maior absorcdo de nutrientes incluindo a sacarose
(ISLAM et al., 1999).

Embora a massa fresca tenha sido influenciada pela concentracao de dgua de
coco, a %MFPA e %MFR foram influenciadas apenas pelo tempo de cultivo (Quadro
1), de maneira que os maiores valores de %MFPA foram observados aos 180 dias de
cultivo (Figura 2c) enquanto que para a %MFR, o cultivo aos 90 dias foi o que
proporcionou as maiores médias (Figura 2d).

Os maiores valores de %MSPA foram obtidos aos 180 dias de cultivo,
independentemente da agua de coco e, aos 90 dias de cultivo, com a adi¢do de 25% de
agua de coco ao meio de cultura (Figura 2e). No entanto os maiores valores de %MSR
foram observados aos 90 dias de cultivo e na auséncia de agua de coco, sendo que aos
180 dias de cultivo, os valores foram estatisticamente menores (Figura 2f).

Provavelmente, a adi¢do de &gua de coco influenciou a %MSPA dos brotos
apenas nos primeiros 90 dias de cultivo porque nesse periodo as plantas apresentaram
maior demanda por substancias estimuladoras do crescimento, como citocininas, que
foram supridas pela adi¢do de dgua de coco aos meios de cultura. Entretanto, apds o

subcultivo das plantas por mais 90 dias, ndo houve variagdo da %MSPA entre os
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tratamentos provavelmente, porque o conteddo enddgeno dessas substancias foi
suficiente para promover o crescimento e posterior alocagdo de biomassa dos brotos.

De modo geral, as plantas de C. nobilior investiram mais na produgéo de
biomassa da parte aérea do que das raizes (Figura 2c, 2d, 2e, 2f). Segundo o0 modelo de
particio de fotoassimilados de Thornley citado por Marschner et al (1996), o
crescimento das plantas é dependente do fluxo de carbono da parte aérea para as raizes e
do fluxo de nitrogénio das raizes para a parte aérea.

Dessa forma, sugere-se que as respostas das plantas de C. nobilior devem-se
a maior concentracdo de nitrogénio fornecida pela 4gua de coco, que € constituida por
fontes de nitrogénio organicas e inorganicas (KRIKORIAN, 1991; CALDAS et al.,
1998; RITCHER et al., 2005; GNASEKARAN et al., 2012).
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FIGURA 2. Efeito conjunto da agua de coco e do tempo de cultivo sobre a massa fresca
(a), massa seca (b), porcentagem de massa fresca da parte aérea (c) e das raizes (d) e
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porcentagem de massa seca da parte aérea (e) e das raizes (f) de brotos de Cattleya
nobilior Rchb. f. UFGD, Dourados-MS, 2013.

Foi observada interacédo significativa da agua de coco e do tempo de cultivo
sobre o0 numero de raizes dos brotos (NR) de C. nobilior (p<0,01). Para o comprimento
das raizes (CR) e para o numero de brotos (NB) houve efeito apenas do tempo de
cultivo (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Por outro lado, houve efeito da agua de
coco sobre o comprimento da parte aérea dos brotos (CPA) (p<0,01). Em relacdo ao
namero de folhas, ndo houve efeito significativo dos tratamentos e as plantas

produziram em média quatro folhas por broto (Quadro 2).

QUADRO 2. Resumo das analises de variancia do comprimento da parte aérea (CPA) e
as raizes (CR), do numero de folhas (NF) e de raizes (NR) dos brotos (NB) e nimero
total de brotos por planta de Cattleya nobilior Rchb.f.. UFGD, Dourados-MS, 2013.

Quadrados médios

F.V. G.L. NR CR NF CPA NB
TC 1 15,45** 17,86* 6,75™ 7,61™ 208,52**
Errol 4 0,17 1,79 14,91 1,19 3,00
AC 4 1,76* 4,85 8,54" 3,47** 3,48"™
TCxAC 4 4,13** 7,52 28,84"™ 1,22 5,19™
Erro 2 16 0,44 2,95 11,60 0,49 2,49
CV(%) 5,14 4,27 4,81 1,66 26,58
M.Geral 0,68 0,62cm 4,03 0,79cm 44,08

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
"™ n&o significativo

O maior NR por broto foi observado aos 90 dias de cultivo na auséncia de
agua de coco. Aos 180 dias de cultivo, foi observada uma tendéncia de aumento do NR
com a adi¢do de agua de coco no meio de cultura, entretanto, os valores obtidos neste
periodo de cultivo foram significativamente inferiores aos observados ap6s 90 dias de
cultivo (Figura 3a).

A agua de coco também ndo promoveu o aumento no numero de raizes de
plantas do hibrido de Calanthe ‘Chunkwang’ x “Hyesung’ cultivadas em meio Hyponex
modificado (BAQUE et al., 2011). No entanto, para plantas do hibrido Dendrobium
Alya Pink, a adicdo de agua de coco em meio MS % beneficiou o sistema radicular
(NAMBIAR e MAZIAH, 2012) e para o hibrido de Calanthe ‘Bukduseong’ x
‘Hyesung’, o aumento da concentragdo de dgua de coco de 10 mL L para 50 mL L™,
em meio Hyponex modificado, resultou em aumento do numero de raizes (BAQUE et
al., 2011).
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Em relacdo ao CR, os maiores valores foram obtidos aos 180 dias de
cultivo, independentemente da concentracdo da dgua de coco. Aos 90 dias de cultivo, o
CR dos brotos de C. nobilior foi em média 0,6 cm. Aos 180 dias de cultivo, foi
observado um aumento de 16,6% sobre esta caracteristica (Figura 3b).

A proliferacdo e o crescimento das raizes dependem da disponibilidade de
agua e nutrientes no microambiente que circunda a raiz, ocorrendo em resposta a busca
de nutrientes necessarios ao desenvolvimento das plantas (SILVA, 2003; TAIZ e
ZEIGER, 2008). Nesse sentido, sugere-se que a adicdo de agua de coco ao meio de
cultura ndo beneficiou a formacédo e o crescimento das raizes de C. nobilior em ambos
os periodos de cultivo, por ter estimulado o desenvolvimento da parte aérea, e também
por ter proporcionado um ambiente rico em substancias nutritivas, ndo sendo necessario

o desenvolvimento de um extenso sistema radicular para a busca de nutrientes.
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FIGURA 3. (a) nimero de raizes dos brotos; (b) comprimento das raizes dos brotos; (¢)
comprimento da parte aérea dos brotos e (d) numero total de brotos de Cattleya nobilior
Rchb.f.. UFGD, Dourados-MS, 2013.

Ao contrario do que foi observado para 0 NR e CR, a adicdo de agua de
coco beneficiou o CPA dos brotos de C. nobilior, de maneira que 0s maiores valores
foram obtidos na maior concentragdo utilizada (Figura 3c). Efeitos benéficos da agua de
coco sobre o crescimento da parte aérea também foram observados para hibridos de
Calanthe cultivados em meio Hyponex modificado (BAQUE et al., 2011). Para
protocormos de Vanda teres (Roxb.) Lindl. cultivados em meio VW, o uso de 10% de
agua de coco estimulou a elongacgéo de protocormos (SINHA e ROY, 2004).

O aumento do CPA de plantas cultivadas in vitro, na presenca de agua de
coco, é relatado por (GE et al., 2004) devido as citocininas, sais minerais, acidos
organicos, acucares, vitaminas e outros fitorménios (GNASEKARAN et al., 2012), que
estimulam o crescimento das plantas.

Para 0 NB, houve efeito significativo apenas do tempo do tempo de cultivo
(Quadro 2), sendo os maiores valores obtidos aos 180 dias, independentemente da agua
de coco (Figura 3d).

Segundo FARIA et al (2012), para a multiplicagdo in vitro de orquideas é
necessaria a adicdo de citocininas ao meio de cultura, pois essas irdo induzir os
processos morfogenéticos, estimulando, dessa forma, a formacéo de brotos. Entretanto,
a semelhanca do que foi observado para o hibrido de C. labiata x C. forbesii (VIEIRA
et al., 2009) a agua de coco ndo influenciou a formacéo de brotos de C. nobilior, o que
permite inferir que a formulagdo original do meio de cultura utilizado, isento de agua

de coco ¢ suficiente para estimular a formacéo de brotos de C. nobilior.
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4 — CONCLUSAO

O acumulo de biomassa de Cattleya nobilior foi favorecido pela adicdo de
25% de agua de coco ao meio de MS, enquanto que a auséncia de &gua de coco
promoveu maior desenvolvimento do sistema radicular.

O cultivo da espécie, por 180 dias, propicia maior numero de brotos com

maior comprimento tanto de parte aérea como de raizes.
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EXPERIMENTO 2

Efeito de reguladores de crescimento no cultivo in vitro de plantas de Cattleya

nobilior

1- INTRODUCAO

Orchidaceae é uma das maiores e mais diversificadas familias de
Angiospermas, sendo constituida por aproximadamente 35.000 espécies e 800 géneros,
que se distribuem no planeta, excetuando-se as regibes polares e deserticas
(DRESSLER, 1993). Destaca-se na floricultura pela beleza, exotismo, diversidade de
cores, tamanhos e formas das flores, e por algumas espécies serem fornecedoras de
aromas e outros componentes utilizados na industria alimenticia e de cosméticos
(FARIA et al., 2012).

Para a producdo de mudas a partir de clonagem, o uso das técnicas de
cultura de tecidos, tem ampliado sua importancia industrialmente, ao possibilitar a
multiplicacdo rapida e massiva de gendtipos de interesse comercial (KUMARIA e
TANDON, 2001), ao contrario da técnica de divisdo de rizomas, que além de vagarosa,
resulta na producédo de poucas mudas (BHADRA e HOSSAIN, 2003).

Porém, com a destruicdo continua dos habitats, a preocupacdo com a
conservacdo de espécies de orquideas tem aumentado nos ultimos anos tornando a
propagacdo por sementes a alternativa mais eficaz para preservagdo da biodiversidade,
suprindo também, a necessidade dos produtores de orquideas na aquisicdo de mudas
(STANCATO et al., 2001; ARAUJO et al., 2006; STEWART e KANE, 2006).

Neste contexto, o cultivo in vitro tem sido empregado para a germinacao das
sementes de orquideas, resultando em maiores percentuais de germinagdo, quando
comparada a germinacdo em condi¢des naturais, a qual é dependente da infecgdo por
fungos micorrizicos, simbiontes muitas vezes espécie-especifica (STANCATO et al.,
2001).

Apo6s a germinacdo das sementes, varias etapas de cultivo in vitro sdo
necessarias para que as plantas formadas sejam aclimatizadas e, posteriormente
comercializadas, sendo necessario, dessa forma, que os meios de cultura utilizados
sejam enriquecidos com substancias que estimulem o crescimento (KRAPIEC et al.,
2003; COSTA et al., 2009).
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Nesse contexto, a composicao e concentracdo hormonal no meio de cultura
séo fatores determinantes do crescimento e da morfogénese na maioria dos sistemas de
cultura de tecidos (CALDAS et al., 1998; BORGATTO e HAYASHI, 2002). O uso de
auxinas como o acido naftalenoacético (ANA) e citocininas como a 6-benzilaminopuria
(BAP), tem sido relatado por varios autores para estimular a proliferacdo de brotos de
orquideas bem como para acelerar o crescimento em altura e a formagfes de raizes
(PEREZ et al., 1999; BHADRA e HOSSAIN, 2003; BASKER e BAI, 2006; GIATTI e
LIMA, 2007).

Entre as espécies de orquideas que ocorrem no Estado de Mato Grosso do
Sul, Cattleya. nobilior Rchb.f. destaca-se por seu elevado valor floristico e rusticidade.
E uma espécie de orquidea epifita e/ou rupicula que produz flores réseo-lilases, muito
atrativas. Por esse motivo, a espécie tem sido submetida a pressao de coleta voltada para
a comercializacdo (POTT e POTT, 1994; BIANCHETTI, 2007) e apesar de ndo ser
considerada ameacada de extingdo, encontra-se na lista das espécies cujas informacgdes
sdo ainda deficientes (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2008). Desse modo,
qualquer iniciativa voltada para a conservacdo da espécie deve ser valorizada
(BIANCHETTI, 2007).

Apesar do cultivo comercial de varias espécies do género Cattleya
representar uma atividade de grande importancia econémica no agronegécio floricola
mundial (ZANENGA-GODOQY e COSTA, 2003), poucos trabalhos relatam protocolos
para cultivo in vitro de plantas de Cattleya obtidas a partir de germinacao assimbiotica.

Assim, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o crescimento in vitro
de plantas de C. nobilior em fungdo da suplementacdo do meio de cultura com
diferentes concentracdes de ANA e BAP.
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2 - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Cultivo in vitro da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados — MS, de novembro de 2011 a marco de 2012.

Foram utilizados como explantes brotos extraidos de plantas de Cattleya
nobilior oriundas de germinagdo in vitro, em meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), acrescido de 20 g L™ de sacarose, geleificado com 5,5 g L™ de 4gar
bacterioldgico e pH ajustado para 5,8 £ 0,1, cultivadas em sala de crescimento sob 25+2
oC, fotoperiodo de 12 h e luminosidade de 20 pmol m? s produzida por duas lampadas
fluorescentes de 40 W cada.

Sob condigdes assépticas, dois brotos com aproximadamente 0,8 cm de
altura, trés folhas e desprovidos de raizes, foram destacados das plantas de origem e
inoculados em frascos transparentes com capacidade para 50 mL e providos de tampas
plasticas. Cada frasco continha 10 mL de meio de cultura MS ¥, acrescido de 20 g L™
de sacarose, gelificado com 5,5 g L™ de agar bacterioldgico e enriquecido com BAP
(0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L) e ANA (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™). O pH dos meios de
cultura foi ajustado para 5,8 £ 0,1 com KOH (1M) antes da esterilizacdo em autoclave a
120° C e 1,0 atm durante 20 minutos. Apds a inoculacdo dos brotos, as culturas foram
mantidas por quatro meses em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C,
fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 20 pmol m™ s produzida por duas lampadas
fluorescentes de 40 W cada.

Apo6s 120 dias de cultivo as culturas foram retiradas dos frascos e, a seguir,
foram lavadas em agua corrente e avaliadas quanto ao nimero de brotos por planta. Em
seguida, os brotos de cada planta foram separados e avaliados quanto ao nimero de
folhas e raizes, comprimento da parte aérea e das raizes, massa fresca e porcentagens de
massa fresca da parte aérea e das raizes.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 5x4 com quatro repeti¢ces constituidas de um
frasco de cultivo cada. Para as analises estatisticas foi utilizado o aplicativo
computacional SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2010) e todas as variaveis foram avaliadas
mediante analise de variancia e, havendo significancia as medias foram ajustadas

equac0es de regresséo.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os reguladores de crescimento aturam em conjunto (p<0,01 e p<0,05) sobre
a porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e sobre o numero de brotos (NB) de Cattleya
nobilior. Efeito isolado (p<0,05) do ANA foi observado sobre 0 nimero de folhas (NF)
e sobre o comprimento da maior raiz dos brotos (CMR). Em relagdo ao BAP, houve
efeito significativo deste regulador (p<0,01) sobre o0 CMR, sobre o nimero de folhas
(NF) e sobre a porcentagem de massa fresca da parte aérea (%MFPA) e das raizes
(%MFR) (Quadro 3).

Por outro lado, ndo houve efeito significativo (p>0,01) dos reguladores
sobre a porcentagem de folhas vivas (%FV) e mortas (%FM), sobre o comprimento da
parte aérea (CPA) e sobre a porcentagem de brotos vivos (%BV) e mortos (%BM).
Dessa maneira, independentemente da adicdo de reguladores, as plantas de C. nobilior,
tiveram em média 1,9 cm de comprimento, e apresentaram um percentual de folhas e
brotos vivos de 92% e 98,5%, respectivamente e um percentual de folhas e brotos

mortos de 8% e 1,5%, respectivamente (Quadro 3).

QUADRO 3. Resumo das andlises de variancia da porcentagem de sobrevivéncia
(%SOB), numero de brotos (NB) e de folhas por brotos (NF), porcentagem de folhas
vivas (%FV) e mortas (%FM) por broto, comprimento da parte aérea (CPA) e da maior
raiz (CMR) do broto, nimero de raizes por broto (NR), porcentagem de brotos vivos
(%BV) e mortos (%BM) por planta, massa fresca dos brotos (MF), porcentagem de
massa fresca da parte aérea (%0MFPA) e das raizes (%MFR) dos brotos de Cattleya
nobilior Rchb.f. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Quadrados médios

F.V. GL. %SOB NB NF  %FV  %FM CPA CMR
ANA 3 1,19™ 1,07" 0,14* 0,07™ 1,28"™ 2,06™  0,21*
BAP 4 158" 1,43™ 010" 0,17"  0,96"™ 1,63™  1,14**
BAP x ANA 12 2,45** 116* 0,08 0,14™ 0,65™ 0,83™  0,04™
Erro 40 0,63 055 0,04 020 1,41 1,56 0,06
CV(%) 8,47 21,11 941 4,73 2,62 7,42 17,02
M. geral 872% 12,0 43  92,0% 8,0% 1,9cm  1,3cm
F.V. GL. NR %BV %BM MF %MFPA %MFR

ANA 3 0,05™ 0,07 0,64™ 055" 093" 3,48"™

BAP 4 0,74** 0,03™ 0,48™ 4,79™  8,96**  38,82**

BAP x ANA 12 0,05™ 0,06™ 0,71™ 3,79™ 045" 2,46"

Erro 40 0,02 0,07 0,78 1,90 0,57 1,95

CV(%) 1286 269 766 1,33 8,20 2,33

M. geral 08 985% 15% 0,08y 855% 14,5%

** significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
™ ndo significativo
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Houve efeito conjunto do ANA e do BAP sobre a %SOB de C. nobilior
apenas com a utilizacdo de 2,0 e 4,0 mg L™ de BAP. A concentracdo de 2,0 mg L™ de
BAP resultou em valores crescentes de %SOB a medida que as concentracdes de ANA
aumentaram. Por outro lado, efeito inverso foi observado com a utilizac&o de 4,0 mg L™
de BAP, de maneira que a maior %SOB (100%) foi registrada na auséncia de ANA e os
menores valores observados com o0 aumento da concentragdo de ANA (Figura 4).

A auséncia de BAP propiciou 86% de sobrevivéncia e as concentracdes de
05 e 1,0 mg L desse regulador de crescimento propiciaram porcentagem de
sobrevivéncia igual a 93% néo apresentando variagfes em funcdo das concentracOes de
ANA analisadas (Figura 4).

Dessa forma, pode-se sugerir que a adicdo de BAP ao meio de cultura
favorece a sobrevivéncia das plantas de C. nobilior, entretanto, o aumento da
concentracdo de 2,0 mg L™ para 4,0 mg L™ de BAP pode resultar em diferentes
respostas em funcdo da concentracdo de ANA.

Efeito benéfico da concentracdo de BAP sobre a sobrevivéncia também foi
obtido por GIATTI e LIMA (2007) ao cultivarem gemas de brotacGes laterais de plantas
de Blc Owen Holmes Ponkan x Brassavola digbiana n° 2. Os autores obtiveram 100%
de sobrevivéncia quando os explantes foram cultivadas por 18 dias na presenca de 0,5 e
1,0 mg L™ de BAP em meio MS liquido acrescido de 1,5 mL de agua de coco e 0,1 mg
L™ de ANA.

KUMARI et al. (2013) obtiveram 100% de sobrevivéncia de segmentos
nodais de Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ cultivados em meio MS % acrescido de BAP
nas concentracdes de 1,0; 2,0 ou 4,0 mg L™. Entretanto, quando a combinagéo de 2,0
mg L™ de BAP + 0,5 mg L™ de ANA foi utilizada, houve reducdo da porcentagem de
sobrevivéncia para 66,67%.
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FIGURA 4. Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) de Cattleya nobilior Rchb.f.
observada em funcédo das concentracdes de ANA e BAP. UFGD, Dourados — MS, 2013.

Houve formacdo de brotos de C. nobilior em todos os tratamentos
estudados, mesmo na auséncia de reguladores de crescimento. No entanto, a adigéo de
BAP ao meio de cultura resultou em aumento significativo (p<0,05) na proliferacdo dos
brotos (Figura 5).

Concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L™ de BAP ndo propiciaram variagdes no
namero de brotos (NB) entre as concentracGes de ANA, e os resultados obtidos foram
estatisticamente superiores aos observados na auséncia de reguladores. No entanto, o0s
maiores valores de NB (19,3 e 19,7) foram observados com a utilizacdo de 2,0 mg L™
de BAP na auséncia de ANA ou 2,0 mg L? de BAP + 20 mg L™ de ANA,
respectivamente. A adicdo de 4,0 mg L™ de BAP + 1,0 mg L™ de ANA resultou na
formagé&o de 15,3 brotos por planta (Figura 5).

O efeito do BAP em estimular a formacao de brotos de orquideas tem sido
relatado por varios autores. BASKER e BAI (2006), ao cultivarem segmentos de
pseudobulbos de Coelogyne stricta (D.Don) Schltr em meio MS %2, observaram maior
formacdo de brotos com o aumento da concentracdo de BAP de 0,5 a 2,0 mg L™
PEREZ et al. (1999) também verificaram que o aumento da concentracdo de BAP de
0,005 a 5,0 pmol. L™ resultou em aumento significativo da porcentagem de brotos

originarios apices de raizes de Catasetum fimbriatum Lindl. cultivadas em meio VW.
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Os resultados apresentados, provavelmente sdo devidos a funcdo das
citocininas em estimular a divisdo celular e a quebra de dominancia apical (STADEN et
al., 2008; TAIZ e ZEIGER, 2008), favorecendo desta forma, a emissao de novos brotos
(MOK et al., 2000).

A adicdo combinada de BAP e ANA também tem sido utilizada por varios
autores para promover a formacdo de brotos. BHADRA e HOSSAIN (2003) ao
cultivarem porgdes apicais de mini rizomas de Geodorum densiflorum (Lam.) Schltr.
em meio MS, obtiveram maior numero de brotos (4 a 5) nos meios acrescidos com 2,5
mg L™ de BAP ou com 2,0 mg L™ de BAP + 2,0 mg L™ de ANA. Para plantas de C.
walkeriana Gardner produzidas a partir de germinacdo assimbiotica, o meio B5
suplementado com 1,0 mg L™ de BAP + 1,0 mg L™ de ANA, proporcionou maior
numero de brotos (2,44) quando comparado ao controle (KRAPIEC et al., 2003). Para o
hibrido Dendrobium Sonia ‘Earsakul’ o cultivo de segmentos nodais em meio contendo
2,0 mg L™ de BAP + 0,1 mg L™ de ANA resultou no maior nimero de brotos quando
comparado ao controle (KUMARI et al., 2013).

Segundo MACHAKOVA et al. (2008) uma concentracdo baixa de auxina é
sempre benéfica quando combinada com altos niveis de citocinina durante a
multiplicacdo de brotos, embora em alguns casos, a adicdo isolada de citocininas seja
suficiente, como foi observado no presente trabalho.
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FIGURA 5. Numero de brotos de Cattleya nobilior Rchb.f. observado em funcéo das
concentracdes de ANA e BAP. UFGD, Dourados — MS, 2013.

O maior NF (5,1) foi observado na concentracdo de 0,5 mg L™ de ANA
(Figura 6). KRAPIEC et al. (2003) também observaram maior formacéo de folhas de C.
walkeriana em meio de cultura contendo maior concentracao de auxinas.

Acredita-se que as auxinas atuam na regulacdo da formacdo das folhas,
atuando na iniciagdo foliar bem como na elaboragdo da morfologia foliar e das redes
vasculares (SCARPELLA et al., 2010). Nesse sentido, o0 maior NF observado no
presente trabalho pode ser devido ao papel do ANA em estimular a formacdo de novas

folhas de C. nobilior, e a concentracdo de 0,5 mg L™ foi suficiente para a promogéo do

estimulo.
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FIGURA 6. Numero de folhas (NFP), porcentagem de folhas vivas (%FV) e mortas
(%FM) por broto de Cattleya nobilior Rchb.f. observados em fungdo das concentragdes

de ANA. UFGD, Dourados — MS, 2013. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si
(Tukey, 5% de probabilidade).

A adicdo de ANA ou BAP ao meio de cultura ndo influenciou o
comprimento da parte aérea (CPA) dos brotos, que apresentaram, em média, 1,9 cm
(Figura7 aeb).

Plantas de Zygopetalum intermedium cultivadas em MS suplementado com
diferentes combinacdes entre BAP (0,5 mg L™), ANA (0,1 mg L™) e triacontanol (0,25

ou 0,5 mg L™ também ndo apresentaram variagdo no comprimento da parte aérea
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(NAGARAJU e MANI, 2005). BASKER e BAI (2006) obtiveram brotos de C. stricta
com mais de 3,5 cm de comprimento apds o cultivo por 90 dias em meio MS %
acrescido de 2,0 mg L™ de ANA ou na combinacéo de 1,0 mg L™ de ANA +2,0mg L™
de BAP. BHADRA e HOSSAIN (2003) observaram aumento no comprimento da parte
aérea de plantas de G. densiflorum quando cultivadas em meio MS suplementado com
2,0 mg L™ de BAP + 2,0 mg L™ de ANA, ou em meio MS contendo apenas 2,5 mg L™
de BAP.

Os resultados apresentados bem como os relatados na literatura mostram
que o efeito dos reguladores de crescimento sobre o comprimento da parte aérea varia
com a espécie utilizada.

Segundo TAIZ e ZEIGER (2008), as auxinas tém importante papel no
crescimento de caules ao promoverem o alongamento celular, entretanto, se o nivel de
auxina enddgena na regiao de alongamento de uma planta sadia normal esta préximo do
6timo para o crescimento, a adi¢do de auxina exdgena resulta em um modesto e breve
estimulo no crescimento, podendo até ser inibitério. Dessa forma, pode-se sugerir que
as concentracdes de ANA utilizadas no presente trabalho ndo foram suficientes em

estimular o alongamento dos brotos de C. nobilior.
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FIGURA 7. Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da maior raiz (CMR) e
numero de raizes (NR) por broto de Cattleya nobilior Rchb.f. observados (A) em funcao
das concentracbes de ANA; (B) em funcdo das concentracbes de BAP. UFGD,
Dourados — MS, 2013.

A utilizacdo de ANA n&o influenciou o nimero de raizes (NR) que foi de
0,8 por broto (Figura 7A), e 0 aumento das concentracdes de BAP foram prejudiciais a
essa varidvel (Figura 7B). No entanto, o aumento da concentracdo de ANA promoveu o
crescimento da maior raiz (Figura 7A), enquanto que o0 aumento da concentracdo de
BAP propiciou a sua reducdo (Figura 7B).

Para brotos de C. stricta obtidos de segmentos de pseudobulbos, a adigédo de
2,0 mg L™ de ANA em meio MS ¥ também resultou em maior comprimento de raizes
(3,2 cm) quando comparado ao controle (BASKER e BAI, 2006).

Geralmente, atribui-se as auxinas o papel de formacdo de raizes adventicias
a partir de uma grande variedade de tecidos, dada a sua capacidade de estimular a
divisdo, a elongacdo e a diferenciacdo das células (WOTAVOVA-NOVOTNA et al.,
2007; TAIZ e ZEIGER, 2008), entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho
permitem sugerir que as concentracdes de ANA utilizadas foram eficientes em estimular
apenas 0 aumento no crescimento das raizes.

Em relacdo ao efeito das citocininas sobre o desenvolvimento radicular, os
resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com a literatura, uma vez que segundo
TAIZ e ZEIGER (2008) a aplicacdo de citocininas pode inibir o processo de
alongamento de raizes.

A massa fresca dos brotos ndo foi influenciada pela adicdo dos reguladores
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de crescimento, apresentando valor médio de 0,08 g (Quadro 3), entretanto a
porcentagem de massa fresca da parte aérea (%MFPA) aumentou com a utilizacdo de
BAP até a concentracdo de 2,9 mg L™ enquanto que a porcentagem de massa fresca de
raizes (%MFR) decresceu até a mesma concentracéo (Figura 8).

O aumento na %MFPA dos brotos na presenca de BAP provavelmente esta
relacionado ao maior nimero de brotos produzidos, com 0 aumento da concentracao de
BAP, refletindo um maior acimulo de biomassa. Por outro lado, os baixos valores de
%MFR observados na presenca de BAP, provavelmente estdo relacionados ao efeito
negativo do BAP sobre o desenvolvimento do sistema radicular reduzindo, dessa

forma, seu o acumulo de biomassa neste compartimento.

100 1 = 7010
]
l//\
T 8+ o o o o o 1 0,08
2
X
60 + ¢ —O— MFP=0,08 T 0,06 S
N —— %MFAP= 64,07 + 26,66* - 4,56**x2 R?=0,8 %
40 T %MFRP= 35,93 - 26,66*x + 4,56**x? R2=0,8 T 0,04
<
o 20 + + 0,02
2
>
0 - - 0,00
0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
BAP (mg L)

FIGURA 8. Massa fresca (MF), porcentagem de massa fresca da parte aérea (%oMFPA)
e das raizes (%MFR) de brotos de Cattleya nobilior Rchb.f. observados em funcéo das
concentracdes de BAP. UFGD, Dourados — MS, 2013.
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4 - CONCLUSOES

O cultivo de Cattleya nobilior em meio MS por quatro meses, na auséncia
de reguladores de crescimento, proporcionou producdo média de 19 brotos por planta e
0,8 raizes por broto, bem como resultou na formacao de brotos com comprimento médio
de 1,9 cm e massa fresca de 0,08g.

A adicdo de BAP favoreceu a porcentagem de massa fresca da parte aérea e
a sobrevivéncia das plantas. Por outro lado, a adicdo de 0,5 mg L™ de ANA favoreceu a
producdo de folhas e 0 aumento na concentracdo deste regulador resultou em aumento

no comprimento da maior raiz dos brotos de C. nobilior.
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