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RESUMO

Brassavola tuberculata Hook., mais conhecida popularmente como “cebolinha” devido a sua
folha cilindrica ou ligeiramente afunilada, € uma orquidea nativa e epifita, que apresenta
inflorescéncias com grande namero de flores, perfume agradavel, longo periodo de floracéo e
durabilidade das flores, caracterizando um elevado potencial ornamental. Outra caracteristica
importante da espécie é a possibilidade de cruzamentos com outros géneros e a obtencdo de
novos hibridos. Considerando a importancia da espécie, o desenvolvimento de protocolos
eficientes de propagacao in vitro torna-se necessario para garantir a producdo de mudas, seja
para fins comerciais ou para conservagéo da mesma. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi
avaliar a capacidade de multiplicacéo in vitro de B. tuberculata, utilizando explantes nodais
caulinares com trés folhas cada, obtidos de microplantas previamente germinados in vitro.
Para atingir o objetivo proposto foram avaliados o cultivo em meio WPM suplementado com
diferentes tipos de citocininas com concentragdo de 5,0 mg L™ (BAP, 2iP e Zea), com e sem a
presenca de carvdo ativado na concentracdo de 1,0 g L, bem como, o desempenho da B.
tuberculata cultivada em meios de cultura MS e WPM suplementados com diferentes
concentracdes de BAP (0; 2,5 e 5,0 mg L™). Ap6s 60 dias de cultivo, concluiu-se que para a
multiplicagdo in vitro de Brassavola tuberculata, para obtencdo de maior nimero de folhas e
alongamento das brotagGes recomenda-se 0 uso de BAP associado com 1 g L™ de carvéo
ativado. Quanto as concentracOes testadas de BAP e meio de cultura, os resultados indicam
que, nas concentrages testadas o uso de 2,5 mg L' de BAP em meio MS, favorece o
desenvolvimento das brotagdes e de folhas. O cultivo em meio WPM favorece o

enraizamento, prejudicando o desenvolvimento da parte aérea.

Palavras-chave: Orquideas, Micropropagacdo, Regulador de crescimento.



ABSTRACT

Brassavola tuberculata Hook., better known popularly as "chive" because of its cylindrical or
slightly tapered leaf, is a native and epiphytic orchid, which has inflorescences with large
numbers of flowers, pleasant scent, long flowering period and flower durability,
characterizing High ornamental potential. Another important characteristic of the species is
the possibility of crossing with other genera and obtaining new hybrids. Considering the
importance of the species, the development of efficient in vitro propagation protocols is
necessary to guarantee the production of seedlings, either for commercial purposes or for
conservation purposes. Thus, the objective of this study was to evaluate the in vitro
multiplication capacity of B. tuberculata using three - leafed nodal explants from microplants
previously germinated in vitro. In order to reach the proposed objective, the culture in WPM
medium supplemented with different types of cytokinins with 5.0 mg L™ (BAP, 2iP and Zea),
with and without the presence of activated charcoal in the concentration of 1.0 g L%, as well
as the performance of B. tuberculata cultured in MS and WPM culture media supplemented
with different concentrations of BAP (0, 2.5 and 5.0 mg L™). After 60 days of cultivation, it
was concluded that for the in vitro multiplication of Brassavola tuberculata, the use of BAP
associated with 1 g L-1 of activated carbon is recommended for obtaining a greater number of
leaves and lengthening of shoots. Regarding the tested concentrations of BAP and culture
medium, the results indicate that, in the tested concentrations, the use of 2.5 mg L-1 of BAP
in MS medium favors the development of shoots and leaves. The cultivation in WPM medium

favors the rooting, damaging the development of the aerial part.

Key words: Orchids, Micropropagation, Growth regulator.
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1 INTRODUCAO

Dentre o grupo de angiospermas, a familia Orchidaceae é a segunda maior familia de
plantas com flores, com aproximadamente 880 géneros e cerca de 27.800 espécies
distribuidas em todo o0 mundo (ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA, 2017) e, de acordo com
Faria et al., 2010 existem mais de 120.000 hibridos naturais e artificiais. No Brasil ja foram
descritos 221 géneros, 2.294 espécies e 10 subespécies (JARDIM BOTANICO DO RIO DE
JANEIRO, 2017). Apesar dos inumeros tdxons de orquideas, de acordo com Swarts e Dixon
(2009), a coleta indiscriminada dessas plantas na natureza e a degradacdo de seu habitat tém
levado muitas espécies a serem classificas como ameacadas de extincao.

A diversidade, beleza e a constante procura por novas variedades tem agregado um
alto valor econdmico para os produtores e comerciantes. Na sua grande maioria as orquideas
sdo comercializadas como flor de corte e plantas de vasos (FARIA e COLOMBO, 2015), no
entanto, apresentam potencial alimenticio, cosmético, medicinal e sdo consideradas
bioindicadoras do estado de preservacdo de uma determinada area, indicando a importancia
do estagio sucessional em que um ambiente se encontra, apenas analisando a densidade de
orquideas presentes na localidade (PELUZIO e SOARES, 2004).

As orquideas nativas brasileiras tém despertado grande interesse no mercado de
plantas ornamentais, principalmente no que se refere a programas de melhoramento e de
reintroducédo das espécies em seus habitats (SOARES et al., 2012). Dentre as espécies nativas
alvos de programas de melhoramento, podemos citar a Brassavola tuberculata Hook. Esta
espécie de grande importancia comercial devido a capacidade de combinagdo genética e
caracteristicas morfoldgicas, vém sendo utilizada para a criacdo de hibridos duplos ou triplos,
resultado de cruzamentos com os géneros de orquideas como Cattleya, Laelia, Sophronitis e
Epidendrum (SOARES et al., 2012).

A producdo de plantas na micropropagacdo depende de varios fatores, tais como
condicdes térmicas e luminosas em que a cultura é mantida e do meio de cultura apropriado
que permite a inducdo, a multiplicacdo e o crescimento das brotacBes adventicias. As
necessidades nutricionais para o crescimento de um tecido em condig¢fes in vitro varia
conforme as espécies, as variedades e mesmo dentro da prépria planta, o0 que torna necessaria
a otimizacgédo dos meios de cultura (SOUZA, 2013).

Além dos nutrientes necessarios fornecidos pelos meios de cultura, outros

componentes sdo adicionados para um melhor desempenho in vitro das orquideas, como



exemplo, os reguladores de crescimento e o carvéo ativado. Esses elementos podem induzir
diferentes respostas em relagdo ao desenvolvimento das orquideas, devido as variacOes
genéticas existentes (SANTOS et al., 2007), tornando-se relevante verificar seus efeitos sobre
a espécie estudada.

As substancias reguladoras mais utilizadas sdo as citocininas, pois ajudam na diviséo e
diferenciacdo celular vegetal in vitro (CALDAS et al., 1998; TAIZ e ZEIGER, 2009). O
carvao ativado por sua vez, é utilizado como estimulante no processo de enraizamento e para
a adsorcdo compostos fenolicos e exudatos de plantas (CALDAS et al.,, 1998; PAN e
STANDEN, 1998).

Sendo assim, o estudo e desenvolvimento de protocolos eficientes para a propagacgéo e
conservacao das espécies nativas de orquideas é muito importante. Objetivou-se identificar a
condicdo de cultivo que promova maior crescimento in vitro de Brassavola tuberculata Hook.
com a utilizagdo de diferentes meios de cultura e concentragfes de citocininas 6-
Benzilaminopurina (BAP), Isopenteniladenina (2ip) e Zeatina, associadas ou ndo com carvéo

ativado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae pertence a ordem Asparagales, e é formada por 27.800 espécie
e possui 880 géneros e 100.000 hibridos, sendo a segunda maior familia de flores em todo o
mundo e a primeira entre as angiospermas e pode ser encontrada em quase toda a regido do
planeta, com excecdo das regibes polares e nos desertos (MATTIUZ et al., 2006;
ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA, 2017). A maioria das espécies sdo encontradas em
florestas tropicais e subtropicais, podendo ser encontrada crescendo diretamente no solo, em
pedras ou como epifitas quando o crescimento ocorre em cima de outra planta sendo esta o
principal modo de crescimento (MATTIUZ et al., 2006; KASULO et al., 2009).

As orquideas sdo ervas perenes com elevada diversidade, tanto morfoldgicas, quanto
vegetativa e reprodutiva, e possuem certas peculiaridades florais, que possibilitam a facil
identificagdo, por possuirem flores de simetria bilateral, com uma das pétalas modificadas e
em algumas vezes maior, sendo denominado labelo, e apresenta geralmente um Unico estame

ligado aos estiletes e estigma que forma a coluna ou ginostémio (JUNCA et al., 2005).



As plantas desta familia sdo muito susceptiveis as alteracdes ambientais, pois as
sementes sdo dispersas pelo vento, e, quando caem em um ambiente ndo propicio podem nao
germinar, podem tolerar as novas condi¢fes ambientais, ou até mesmo podem sofrer
mudangas genotipicas para que seja possivel a adaptacdo ao novo ambiente. De acordo com
Kumar et al. (2007), estas sdo algumas das razdes que fazem das orquideas um dos maiores
grupos dentre as plantas com flores, podendo ser esta capacidade de adaptacdo responsavel
pelo aumento de novas espécies e uma das razdes das extin¢es de algumas espécies.

Apesar do grande numero de representantes da familia das orquideas e a ampla
dispersdo no mundo da mesma, muitas espécies sdo alvos da destruicdo dos seus habitats
naturais e coleta predatoria, em razdo do alto valor de mercado, levando consequentemente a
extincdo de muitas espécies de orquideas (VENDRAME et al., 2014).

2.2 Brassavola tuberculata Hook.

Dentro da familia Orchidaceae, o género Brassavola esta entre os mais conhecidos no
Brasil, pode ser encontrado desde o México até a Argentina (BELLONE, 2006). O género é
composto por oito espécies e todas sdo de origem da América tropical, sendo encontrado em
areas conhecidas como inselbergs, os quais sdo caracterizados como relevos residuais, onde
ocorrem formagdes rochosas no meio da paisagem (SANTOS e TEIXEIRA, 2010).

Dentre as espécies conhecidas deste género, desta-se a Brassavola tuberculata Hook.,
conhecida popularmente como “cebolinha, rabo de rato, chuva de prata e orquidea dama-da-
noite” (RECH et al., 2010), e tem como sindnimo homotipico Bletia tuberculata (Hook.)
Rchb.f. (BARROS et al., 2015). Soares et al. (2012) afirmam que, pela capacidade de
combinacdo genética e caracteristicas morfologicas é possivel produzir hibridos duplos e
triplos com Cattleya, Laelia, Sophronitis e Epidendrum, com elevados valores no mercado
interno e externo. O intercruzamento desses géneros geram hibridos que sdo mais atrativos em
virtude das caracteristicas morfoldgicas, do que quando comparados aquelas fornecidas pelos
seus progenitores (SOUSA et al., 2015).

A Brassavola tuberculata Hook. é uma erva epifita, rupicola (BARROS et al., 2015).
A espécie apresenta caule cilindrico de 3,0 a 9,5 cm de comprimento, com folhas
apresentando de 9,5 a 17 cm de comprimento e didmetro de 0,2 a 0,4 cm, a inflorescéncia é
terminal, tipo racemo, e as flores ressupinadas, ndo calcaradas (PESSOA e ALVES, 2014). A
inflorescéncia pode apresentar de cinco a sete flores, longo periodo de floragéo e durabilidade
das mesmas, exalando perfume agradavel e a sua coloracdo € branca levemente amarelada
(RECH et al., 2010).



No Brasil, de acordo com Barros et al., (2015), a espécie é nativa, ndo endémica,
podendo ser encontrada na regides Norte (no Estado de Tocantins); Nordeste (nos Estados de
Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (nos
Estados de Goias, Mato Grosso e segundo Rech et al. (2010; 2011) no Mato Grosso do Sul),
Sudeste (nos Estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (nos
Estados do Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina), ocorrendo nos Biomas Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica, em Vegetacdo do tipo Cerrado (lato sensu), Floresta Ciliar ou
Galeria, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial), Restinga e

vegetacdo sobre afloramentos rochosos.

2.3 A importancia econémica e ambiental das Orquideas
2.3.3 Importancia econémica

As orquideas séo principalmente conhecidas por sua beleza em raz&o das suas flores,
que permite a elas possuirem grande importancia econémica no mercado de floricultura/
plantas ornamentais e na industria de alimentos. Uma das principais caracteristicas das
orquideas sdo suas flores exuberantes e a cor que as mesmas possui, essas qualidades
permitem que muitas espécies sejam comercializadas por alto valor comercial em paises como
a Tanzania e Africa do Sul (KASULO et al., 2009).

No Brasil a importancia econdmica das plantas ornamentais esta crescendo ao longo
dos anos, porém o consumo per capita de plantas ornamentais no mercado brasileiro ainda é
considerado baixo em comparacdo aos paises desenvolvidos (JUNQUEIRA e SILVA, 2008).
Esse crescimento estd associado as melhorias das técnicas de propagacdo in vitro e
multiplicacdo que possibilitam maior competitividade e variabilidade dentro do mercado de
plantas ornamentais aumentando assim a comercializa¢do das orquideas (STANCATO et al.,
2001).

Considerando a importancia das orquideas, seja para fins comerciais, reintroducdo de
espécies em areas degradadas ou para a recuperacdo de espécies em risco de extingcdo, a
producdo de mudas € um objetivo constante a ser atingido. A domesticacdo de espécies
selvagens e a reproducéo tradicional representam o principal caminho para a geracdo de novas
flores na industria. No entanto, muitas variedades perderam 0 seu aroma em meio aos
cruzamentos realizados nos programas de melhoramento genético. Produtores de orquideas se
concentram em oferecer para 0 mercado, flores com melhores caracteristicas de transporte,
estética visual e vida de vaso (HISAO et al., 2011).
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2.3.4 Importéancia ambiental

De acordo com Herndndez (2013) as orquideas oferecem abrigo para muitos animais,
fungos e bactérias; néctar para as abelhas, moscas, borboletas, mariposas e beija-flores, em
troca de servicos de polinizacdo fornecidos por esses agentes.

Muitas espécies de orquideas sdo consideradas bioindicadoras do estado de
preservacdo de uma determinada &rea, indicando a importancia do estagio sucessional em que
um ambiente se encontra (PELUZIO e SOARES, 2004).

Em condicdes naturais, a propagacdo de orquideas se da pela proliferagdo de gemas
adventicias ou laterais (brotacfes) ou pela disseminacdo natural das sementes, as quais sao
produzidas em cépsulas. Um fator que contribui para a dificuldade da propagacdo das
orquideas em condicGes naturais € a baixa ou nula germinacdo de suas sementes na auséncia
de micorrizas (RAMOS e CARNEIRO, 2007).

A sobrevivéncia dessas plantas na natureza depende da interacdo entre fatores bidticos
e abidticos, pois, estes fatores atuam na regulacdo do crescimento, desenvolvimento e na
reproducdo das plantas. Entretanto, acGes antropogénicas ameagcam a ocorréncia natural
dessas espécies (SWARTS e DIXON, 2009).

2.4 Micropropagacao in vitro

A micropropagacdo tem sido o método mais utilizado para a produgdo de orquideas
em larga escala pelos produtores, auxiliando assim na preservacdo destas espécies, tendo
como uma de suas principais vantagens o manuseio de grande numero de individuos em
espaco reduzido e sob condicBes assépticas (FARIA et al., 2006; SOUSA et al., 2007;
UNEMOTO et al., 2007).

Durante os ultimos 45 anos, a técnica de cultura de tecido tem sido aprimorada para a
exploracdo em larga escala da propagacdo de orquideas e sua preservacao ex situ. O avanco
na técnica de cultura de tecidos proporcionou o desenvolvimento de diferentes protocolos
para a propagacao de espécies de orquideas através da cultura in vitro de vérias partes da
planta como raizes, segmentos de rizoma, nodulos de flor e gemas (CHUGH et al., 2009).

Considerada uma das ferramentas mais utilizadas dentro da cultura de tecidos, a
micropropagacao, tem sido empregada como uma alternativa para a propagacao comercial de
espéecies de interesse econdmico como as medicinais e multiplicacdo de orquideas
(CARVALHO et al., 2006; MORAIS et al., 2012). Essa técnica é considerada o método mais

viavel para a producdo de mudas com elevada qualidade além de obter elevado nimero de
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exemplares em tempo e espaco reduzido e em qualquer periodo do ano sem a necessidade de
depender das condi¢des climéaticas (BOSA et al., 2003).

O cultivo in vitro através da micropropagacdo € uma alternativa para a propagacéo de
diversas espécies, podendo ser utilizada também com as espécies nativas (SOUZA et al.,
2007). Em comparacdo as técnicas de propagacao tradicional (estaquia, enxertia, mergulhia
etc), a micropropagacgéo apresenta significativas vantagens, entre as quais, a possibilidade de
multiplicacdo das mais variadas espécies de plantas, com segregacdo genética reduzida
(MORAES et al., 2010), grandes quantidades de mudas uniformes (FIGUEIREDO et al.,
2007), producdo em larga escala e em periodos de tempo pequenos (ARRIGONI-BLANK et
al., 2011), e obtencdo de maneira rapida e em espaco fisico reduzido, com qualidade
fitossanitaria, superando os limites ambientais (GRATAPAGLIA e MACHADO, 1998),
sendo uma alternativa eficiente para propagar vegetativamente espécies dificeis de serem
propagadas por outros métodos (DAMIANI e SCHUCH, 2008).

2.5 Meio de Cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos de plantas
fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande
parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro. Eles se baseiam nas exigéncias das plantas
quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacdes para atender as necessidades
especificas in vitro, e complementando as substancias biossintetizadas pelas células, varios
compostos organicos sdo adicionados ao meio para suprirem as necessidades metabolicas,
energéticas e estruturais das células (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; UNEMOTO et
al., 2007).

As variacdes existentes nos meios de cultivo na micropropagacdo estdo relacionadas
com o0s micronutrientes e nos fito-hormonios. Para escolher o melhor meio depende qual a
finalidade do estudo (meristema, organogénese, embriogénese somatica, cultivo de explantes)
e a espécie utilizada (HOFFMANN et al., 1998).

Composto por elementos essenciais, agua, vitaminas, agucares, reguladores de
crescimento, 4gar (GEORGE e SHERRINGTON, 1984) e alguns aditivos como carvao
ativado, antibioticos e outras misturas complexas extrato de levedura, agua de coco, polpa de
banana, fertilizantes minerais (PASQUAL et al., 1998; SU et al., 2012; RODRIGUES et al.,
2012)

Segundo Hoffmann et al. (1998), a reducdo das concentra¢Oes de sais nos meios de

cultura, promove o melhor crescimento de tecidos em orquideas. Assim a determinagdo da
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concentracdo ideal do meio MS, para cada espécie, potencializa o seu crescimento
(PASQUAL et al., 2001).

Na micropropagacdo o meio MS é o mais utilizado, com elevada propor¢do de
nitrogénio (N) na forma nitrato de amonio (NO3NH." = 66,34) sendo maior do que na maioria
dos outros meios, podendo assim ser modificado. Meios com menor proporgéo de nitrogénio
como Knudson, White ou (LLOYD e MCCOWN, 1980) WPM, sdo mais apontados para
melhorar o crescimento e a morfogénese em algumas espécies de orquideas (HOFFMANN et
al., 1998; PASQUAL et al., 2001).

2.6 Carvéo Ativado

O uso do carvédo ativado em meio de cultura pode beneficiar o desenvolvimento e
crescimento do tecido, porém o oposto também pode ocorrer dependendo do tipo de meio
empregado ou tecido utilizado (VAN WINKLE et al.,, 2003). Durante a técnica de
micropropagacéo € comum ocorrer a oxidacdo por causa dos fenois liberados pelos explantes
e esse processo influéncia diretamente no resultado final. Para minimizar essa oxidagédo
utiliza-se agentes antioxidantes como o carvdo ativado e vitamina C no préprio meio de
cultura (PAN e STADEN, 1998).

O carvdo ativado tem a propriedade de adsorver varios tipos de moléculas, podendo
ser gasosas ou liquidas e ao longo dos anos o carvao ativado € utilizado na cultura de tecidos
para o0 crescimento e desenvolvimento das células vegetais, porém devido a atividade do
carvdo em adsorver moléculas do meio, ele acaba removendo as atividades de certos

hormdnios como as auxinas e citocininas do meio de cultura ( WEATHERHEAD et al., 1978).

2.7 Citocininas

A interacdo e balanco dos reguladores de crescimento - principalmente auxinas e
citocininas- existentes no meio de cultura, podem determinar o crescimento e 0 padrdo de
desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Diferentes espécies de
orquideas podem se desenvolver de maneira distinta quando cultivadas no mesmo meio de
cultura, indicando que cada espécie tem uma concentracdo adequada de reguladores de
crescimento para a morfogénese e crescimento in vitro (ARAUJO et al., 1999; GEORGE e
SHERRINGTON, 1984; SOARES et al., 2009).

As citocininas sdo substancias com propriedades de promover a divisdo celular ou
citocinese. No cultivo e desenvolvimento de plantulas in vitro sdo essenciais, atuando na

regeneracdo de calos, na inducdo de brotos ou na multiplicacdo de gemas axilares e apicais de
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plantas lenhosas ou herbaceas, bem como na superacdo da dorméncia apical (THORPE et al.,
1984; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990; TAIZ e ZEIGER, 2009; CAMBORG, 2012).

Os reguladores de crescimento mais utilizados, dentro da classe das citocininas em
cultura de tecidos sao: Cinetina, 6-benzilaminopurina (BAP), Zeatina e 2-isopenteniladenina
(2iP), com concentracdes de uso podendo variar de 0,03 a 30 mg L (CARVALHO, 1999;
TORRES e BARBOSA, 2001).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados -
MS. O material vegetal utilizado consistiu de explantes caulinares nodais, com trés gemas
laterais e ¥ das respectivas laminas foliares de Brassavola tuberculata Hook. (Orchidaceae).
As microplantas utilizadas foram previamente germinadas in vitro, no Laboratoério de Cultivo
in vitro da Faculdade de Ciéncias Agrarias e, posteriormente, cultivadas no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal.

Para atingir os objetivos propostos avaliou-se em dois experimentos distintos, o efeito
de diferentes citocininas (6-benzilaminopurina - BAP, 2-isopenteniladenina - 2iP e Zeatina —
Zea), o efeito do carvéo ativado (presenca e auséncia), do meio de cultura (WPM -LLOYD e
MCCOWN, 1980 e MS - MURASHIGE e SKOOG, 1962) e diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) sobre a multiplicacdo in vitro. Ambos 0s experimentos foram
realizados em delineamento inteiramente casualizado e para cada experimento foram
realizadas quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um frasco de cultivo,
contendo cinco explantes cada.

No primeiro experimento avaliou-se o efeito de 5,0 mg L das citocininas, BAP, 2iP e
Zea, adicionadas ao meio de cultura WPM, com e sem adicdo de carvdo ativado na
concentragdo de 1 g L. O experimento foi composto de oito tratamentos: WPM sem carvéo
ativo e sem citocininas (tratamento controle), WPM + carvao ativado, WPM + Zea, WPM +
Zea + carvdo ativado, WPM + BAP, WPM + BAP + carvdo ativado, WPM + 2iP e WPM +
2iP + de carvéo ativado. No segundo experimento foram testados duas formulacfes de meios
de cultura MS e WPM e trés concentracdes de BAP 0; 2,5 e 5,0 mg L™, totalizando seis
tratamentos.

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro transparente (250 mL), contendo

30 mL de meio de cultura, vedados com tampa de rosca plastica. O meio de cultura utilizado
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foi preparado previamente de acordo com o tratamento, acrescido de 100 mg L™ mio-inositol,
30 g L de sacarose, 6,0 g L™ de agar, sendo este ltimo adicionado apds o pH ser ajustado
para 5,8. Apos a homogeneizacdo do meio em forno de micro-ondas, as aliquotas de meio
foram distribuidas nos frascos de cultivo e estes foram esterilizados em autoclave a 121°C e
1,5 atm de presséo por 20 minutos.

Apo6s o resfriamento dos meios, procedeu-se com a preparacdo e inoculagdo dos
explantes nos frascos de cultura, sendo estes transferidos para sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, com densidade de fluxo de fotons de 45 umol m? s e fotoperiodo
de 16 horas.

Nos dois experimentos, aos 60 dias de cultivo foram avaliados o nimero de folhas, de
brotacdes e de raizes, e 0 comprimento das brotacdes e raizes (cm). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas por regressdo polinomial e/ou pelo
teste de Duncan (P<0,05), com o uso do programa estatistico Winstat (MACHADO e
CONCEICAO, 2002). Os dados obtidos em niimero foram transformados em raiz quadrada de
(x +0,5).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a interacdo dos fatores estudados, tipo de citocinina x carvdo ativado, ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as varidveis analisadas. Quanto ao
efeito de diferentes citocininas e do carvdo ativado na multiplicacdo in vitro de Brassavola
tuberculata Hook., de acordo com a analise de variancia verificou-se diferencas estatisticas
significativas do tipo de citocinina utilizada sobre nimero médio de brotagdes e comprimento
médio das brotacbes (cm) a 5% de probabilidade de erro. Com relacdo a presenca e/ ou
auséncia de carvao ativado foi verificado um efeito deste fator, a 5% de significancia, sobre o

namero médio de raizes (tabela 1).
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Tabela 1 - Resumo da analise de variancia para as variaveis: nimero de folhas, nimero de
brotacGes, comprimento das brotacdes (cm), numero de raizes e comprimento das raizes (cm)
na multiplicagdo in vitro de Brassavola tuberculata Hook. cultivada com diferentes tipos de
citocininas e na presenca ou auséncia de carvao ativado. GL = graus de liberdade; C.V. =
coeficiente de variagdo. UFGD, Dourados- MS, 2017.

Fonte de

R~ GL Quadrados Médios
variacgao
NUmero de NuUmero de Comprlmegto Numerode Comprimento
~ das brotac6es ; .
folhas brotacGes (cm) raizes das raizes (cm)
Tipo qle 0,03582" 0,04745* 0,99323* 0,06734" 0,44807"
citocinina
Carvao ativado 1 0,01033™ 0,00174" 0,60390™ 0,27024* 0,03194"
Tipo de
citocinina. x 3 0,06524" 0,01504" 0,07412" 0,07141" 0,18722"
Carvao ativado
Residuo 24 0,02555 0,01511 0,21816 0,05358 0,23465
C.V. (%) 9,00 9,16 42,66 15,92 59,14
Média Geral 1,77 1,34 1,09 1,45 0,81

Fonte: Autora
* e ns, significativos a 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Quanto ao desenvolvimento da parte aérea ndo foram observados efeitos significativos
para 0 numero médio de brotacdes quando os explantes foram cultivados em meio
suplementado com carvao ativado, independentemente da citocinina utilizada (figura 1).
Entretanto, os diferentes tipos de citocininas testados demonstraram um efeito significativo na
média geral de brotacfes obtidas, com valor de 1,3 (valor ndo tabulado). O nimero médio de
folhas observado foi superior em explantes cultivados no tratamento sem a adicdo de
citocinina (3,2 folhas) e no meio suplementado com BAP (3,0 folhas), no entanto para esta
variavel a presenca de carvdo ativado ndo exerceu influéncia (figura 1). Ja para o
comprimento médio das brotacGes (cm) observou-se que explantes cultivados em meio
suplementado com BAP apresentam maiores valores na presenca de carvdo ativado, sendo

superior de explantes cultivados em meio sem regulador e/ou 2iP (figura 1).
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Figura 1: Desenvolvimento da parte aérea aos 60 dias de multiplicag&o in vitro de Brassavola
tuberculata Hook. no meio de cultura WPM, em funcédo de diferentes citocininas, com e sem
adicdo de carvdo ativado. UFGD, Dourados- MS, 2017.
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C/CA S/CA C/CA S/CA C/CA S/CA
Numero de folhas Numero de brotagdes Compnrmnento das
brotagdes (cm)

Bl Sem regulador 3,2 Aa* 2,5 Aa 1,1 Aa 1,3 Aa 0,8 Ab 0,7 Aa
mBAP 3 Aa 2,7 Aa 1,1 Aa 1,1 Aa 1,8 Aa 1,3 Aa
m2iP 2,3 Ab 2.7 Aa 1,5 Aa 1,6 Aa 0,9 Ab 09 Aa
m/ea 2,6 Aab 2.3 Aa 1,5 Aa 1.3 Aa 1,3 Aab 0,9 Aa

Fonte: Autora
*Medidas seguidas por letra iguais maitscula na coluna e mintdscula na linha, ndo diferem entrei si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Com relacdo a interacdo carvao ativado x tipo de citocinina, Villa e seus colaboradores
(2014), também ndo encontraram efeito significativo na multiplicacdo in vitro de hibridos de
orquideas. Soares et al, (2012), observaram o favorecimento no crescimento das brotacdes
com o carvéo ativado em B. tuberculata, utilizando 4,33 g L de carvéo ativado. Schneiders et
al., (2012) verificaram que a melhor concentracdo para a altura das plantas de Cattleya
harrisoniana foi de 2,5 g L™: com uma média de 6,62 cm. Em Catasetum fimbriatum, Morales
et al., (2006) observaram maior desenvolvimento da parte aérea na concentragio de 5 g L™ de
carvao ativado.

Quanto ao desenvolvimento radicular de B. tuberculata, neste experimento, o uso de
BAP aliado a suplementagdo com carvao ativado promoveu um aumento do numero médio de

raizes, no entanto, este mesmo tratamento nao exerceu influéncia sobre o comprimento médio
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das raizes de acordo com a estatistica, mas a maior media foi obtida com esse tratamento (2,5

raizes) (figura 2).

Figura 2: Desenvolvimento radicular aos 60 dias de multiplicacdo in vitro de Brassavola
tuberculata Hook. no meio de cultura WPM, em funcéo de diferentes citocininas, com e sem
adicéo de carvdo ativado. UFGD, Dourados- MS, 2017.
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Numero de raiz Comprimento de raiz (cm)
® Sem regulador 1.8 Aa* 1,8 Aa 0,6 Aa 1 Aa
mBAP 2,5 Aa 1.2 Ba 1.3 Aa 1 Aa
m2iP 1.5 Aa 1.3 Aa 0.7 Aa 0,7 Aa
mZea 1.8  Aa 12 Aa 0.6 Aa 0.7  Aa

Fonte: Autora
*Medidas seguidas por letra iguais maitscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferem entrei si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

No crescimento in vitro de Cattleya harrisoniana, Schneiders e colaboradores (2012),
obtiveram resultados significativos para numero médio de raizes e comprimento médio da
maior raiz, 6,09 e 3,89 cm, respectivamente, com adi¢do de 2,5 g L™de carvdo ativado ao
meio de cultura.

Quanto a aspecto visual geral das microplantas de B. tuberculata cultivadas em meio
com diferentes citocininas, com e sem adicdo de carvdo ativado (figura 3), foi possivel
observar que houve maior alongamento das raizes e maior espessamento na presenca de
carvao ativado, porém, com reducdo do numero de brotacGes. Os explantes cultivados em
meio sem a suplementacdo com carvao ativado apresentaram maior numero de raiz, no
entanto observou-se um incremento no comprimento das brotages, as quais apresentam

menores valores de altura.
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Figura 3: Aspecto visual das microplantas de Brassavola tuberculata Hook. apds 60 dias de
multiplicacdo in vitro no meio de cultura WPM, em funcéo de diferentes citocininas, com e
sem adicéo de carvéo ativado. UFGD, Dourados- MS, 2017.
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Fonte: Autora

Quanto a interacdo dos fatores estudados, meio de cultura x concentracédo de BAP, ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as variaveis analisadas. Quanto ao
efeito de diferentes meios de cultura e concentragdo de BAP na multiplicacdo in vitro de
Brassavola tuberculata Hook., de acordo com a anélise de variancia verificou-se diferencas
estatisticas significativas do meio de cultivo sobre o comprimento medio das brota¢bes (cm),
0 numero médio de raizes e comprimento médio das raizes (cm) a 1% de probabilidade de
erro, evidenciando que o meio de cultura exerce influéncia sobre estas variaveis. Com relacéo
ao uso do BAP em diferentes concentracgdes foi verificado um efeito isolado deste fator, a 5%
de significancia, sobre o comprimento médio das raizes (cm) (tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da anélise de varidncia para as variaveis: niumero de folhas, nimero de
brotacGes, comprimento das brotacdes (cm), numero de raizes e comprimento das raizes (cm)
na multiplicagdo in vitro de Brassavola tuberculata Hook. cultivada com diferentes tipos de
meio de cultura e diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina. GL = graus de liberdade;
C.V. = coeficiente de variacdo. UFGD, Dourados-MS, 2017.

Fonte de

. GL Quadrados Médios
variagdo
NUmerode  Numero de Comprlmegto Numero de Comprimento
~ das brotac6es . .
folhas brotac6es (cm) raizes das raizes (cm)
Cog‘éegtAr?aO 2 002372  0,009071™ 0,40649" 0,09036" 0,38112*
Meio de cultura 1 0,00229" 0,11871™ 1,91318** 0,36075** 1,78074**
Concentragdo
de BAP x meio 2 0,04955" 0,01402" 0,47856" 0,04169" 0,06989"
de cultura
Residuo 14 0,03704 0,04028 0,16418 0,03557 0,06903
C.V. (%) 10,18 13,73 35,43 14,15 45,30
Meédia Geral 1,89 1,46 1,14 1,33 0,58

Fonte: Autora
** * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Com relacdo ao desenvolvimento da parte aérea verificou-se influéncia significativa
do meio de cultivo MS, suplementado com 2,5 mg L™ de BAP sobre o desenvolvimento dos
explantes, 0s quais apresentaram maiores brotacfes (2 cm) que explantes cultivados em meio
WPM na mesma concentracdo de BAP (0,9 cm). Para o nimero médio de folhas e nimero
médio das brotagdes ndo foram observadas diferencas significativas nos explantes cultivados
nos diferentes meios de cultivo (Figura 4).
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Figura 4. Desenvolvimento da parte aérea aos 60 dias de multiplicaco in vitro de Brassavola
tuberculata Hook. em funcéo do tipo de meio de cultura e da concentragdo de BAP no meio
de cultura. UFGD, Dourados- MS, 2017.
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MS WPM MS WPM MS WPM
Numero de folhas Numero das brotacdes Comprimento das brotacdes (cm)
mo 3.1 Aa* 3.6 Aa 1,9 Aa 1.3 Aa 1 Ab 0.8 Aa
02,5 3.4 Aa 2,7  Aa 2,1 Aa 1.5 Aa 2 Aa 0,9 Ba
m5 29 Aa 29 Aa 1.7 Aa 1.5 Aa 1.5 Aab 0,9 Aa

Fonte: Autora
*Medidas seguidas por letra iguais maiuscula na linha e minascula na coluna, néo diferem entrei si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

O meio MS foi favoravel para o crescimento dos brotos, assim como no estudo de
Miyata et al. (2014), onde os autores avaliaram diferentes meios de cultura para hibridos de
orquideas e observaram que o meio de cultura MS se sobressaiu em relacdo aos demais
(DSD1; Knudson, B5 e WPM) no cultivo in vitro de Brassolaeliocattleya George King
Serenity x Brassolaeliocattleya Vallezac Magic Fire (BCL).

Quanto ao desenvolvimento radicular, foi possivel observar um efeito significativo do
meio de cultivo WPM, tanto para o0 nimero médio de raiz, quanto para o comprimento médio
da raiz na auséncia do regulador (figura 5). O aumento do nimero de raizes nos explantes
cultivados na auséncia de BAP pode ser justificado pelo fato de que, na auséncia deste
regulador, considerando seu conhecido efeito sobre o estimulo do desenvolvimento das
brotacGes, na sua auséncia, ha uma redugdo na competicdo por fotoassimilados e nutrientes
gue seriam deslocados para o crescimento da parte aérea. Ao ser alterado este dreno,

provavelmente ocorre um investimento no desenvolvimento do sistema radicular.
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Figura 5. Desenvolvimento radicular aos 60 dias de multiplica¢do in vitro de Brassavola
tuberculata Hook. em funcédo do tipo de meio de cultura e da concentragédo de BAP no meio
de cultura. UFGD, Dourados- MS, 2017.
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Fonte: Autora
*Medidas seguidas por letra iguais maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entrei si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Com relacdo ao aspecto visual dos explantes de B. tuberculata em funcéo do tipo de
meio de cultura e da concentragdo de BAP (figura 6) foi possivel observar que os explantes
cultivados em meio MS com adicdo de 2,5 mg L' de BAP sdo mais vigorosas e
provavelmente apresentam maior teor de clorofila com base na coloragdo exibida. Explantes
cultivados em meio WPM desenvolveram raizes em maior numero e bastante espessas, 0 que

provavelmente reduziu o desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 6: Aspecto visual das microplantas de Brassavola tuberculata Hook. apds 60 dias de
multiplicacdo in vitro, em funcdo do tipo de meio de cultura e da concentragcdo de BAP.
UFGD, Dourados- MS, 2017.
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Fonte: Autora

Uma caracteristica observada na B. tuberculada foi a emissdo das novas brota¢des na
base do explante, sendo semelhante ao perfilhamento como em espécies de trigo (Triticum
spp), cana de acUcar (Saccharum officinarum L.) e entre outras. Na literatura relatada, os
autores atribuem o perfilhamento ou producdo de protocormdides de orquideas a adicdo de
auxina combinada ou ndo com citocinina em meio de cultivo (PANT e PRADHAN, 2010;
PANT e SWAR, 2011; ASGUAR et al., 2011; ARENMONGLA e DEB, 2012), entretanto no

presente trabalho o perfilhamento também foi observado sem a utilizag&o de fitorreguladores.
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5 CONCLUSAO

Na multiplicacdo in vitro de Brassavola tuberculata, é possivel dizer que a obtencao
de maior nimero de folhas e alongamento das brotaces é devido ao uso de BAP associado
com 1 g L? de carvéo ativado.

Quanto as concentracdes testadas de BAP e meio de cultura, os resultados indicam
que, nas concentracdes testadas o uso de 2,5 mg L de BAP em meio MS, favorece o
desenvolvimento das brotagdes e de folhas. O cultivo em meio WPM favorece o

enraizamento, prejudicando o desenvolvimento da parte aérea.
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