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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de estudar
os efeitos de fontes de nitrogénio, pol pa de banana e &gar no desen-
volvimentoinvitro deorquidea Cattleyaloddigesii. O primeiro expe-
rimento constituiu-se de NH,NO, (0; 25; 50; 75 e 100% daformula-
¢do de 330 mg L) e KNO, (0; 25; 50 e 100% daformulagéo de 380
mg L) acrescidas a0 meio MS. No segundo experimento, os trata-
mentos consistiram de concentragdes de &gar (0; 2; 4, 6e8gL™), no
meio de culturaKnudson C, acrescido de pol pade bananananica(0;
50; 100; 150 e 200 g L 1) em todas as combinacfes possiveis. Apdsa
inoculagdo as culturas foram mantidas em sala de crescimento com
irradiancia em torno de 35 pmol m2 s?, temperatura de 25+1°C e
fotoperiodo de 16 horas, por 90 dias. Com base no peso da matéria
frescadas plantulas, nimero de raizes, comprimento daparte aéreae
comprimento damaior raiz, aadicéo de 17,5 a41,16% daformulagéo
original de NH,NO, a0 meio MS proporcionou melhor desenvolvi-
mento in vitro em plantulas de Cattleya loddigesii. Maior nimero de
folhasfoi obtido com aadi¢éo ao meio MS de 100% da formulagéo
original de NH,NO, e 50% de KNO,. A multiplicagéo in vitro de
plantul as de orquidea Cattleya loddigesii € viavel em meio Knudson
Cliquido comautilizagéo de 128,42 g L ! de pol pade bananananica.

Palavras-chave: Cattleya loddigesii, Orchidaceae, cultura de teci-
dos, meios de cultura.

ABSTRACT

Nitrogen sources, banana pulp and agar in the orchid
seedlings in vitro development

Two experimentswere carried out in order to eval uate the effects
of nitrogen sources, banana pulp and agar on Cattleya loddigesii
seedlings development in vitro. In the first experiment were tested
NH,NO, at 0; 25; 50; 75 and 100% (330 mg L*formulation) and
KNOQ, 0; 25; 50 and 100% (380 mg L formulation) added to MS
medium. The second experiment consisted of different agar
concentrations (0; 2; 4; 6 and 8 g L%), bananananicapulp (0; 50; 100;
150 and 200 g L 1) in al the possible combinations added to Knudson
C medium. After inoculation the plantletswere maintained in growth
room with irradiancy around 35 pmol m? s, 25+1°C temperature
and 16-hour photoperiod for 90 days. The NH,NO, formulation
addedto culturemedium at 17,5to 41,16% provides best devel opment
of Cattleyaloddigesii plantletsbased on plantletsfresh mass, number
of roots, largest root length and aerial part length. Larger number of
leaves was obtained at 100% of the original formulation of NH,NO,
and 50% of KNO, in MS medium The best results for in vitro
multiplication of Cattleyaloddigesii orchid seedlingsoccurredinliquid
Knudson C medium with 128,42 g L-* banana nanica pulp.

Keywords: Cattleyaloddigesii, Orchidaceae, tissue culture, culture
media.
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A cultura de tecidos em orquideas
constitui técnica bastante relevan-
te dos pontos de vista comercial e eco-
|6gico. Asplantas produzidas destafor-
masao altamenteinteressantes parapro-
gramas de reintroducéo de espécies na-
tivasem areas de preservagdo ambiental
(Aradjo, 2007). A cultura assimbidtica
resulta em maiores percentuais de ger-
minacdo em comparacdo com agermina
¢do em condigBes naturais, que é de-
pendente da infec¢@o por fungos
micorrizicos simbiontes, muitas vezes
espécie-especificos (Aradjo, 2004). A
obtencdo de orquideas a partir da se-
meadurain vitro €, atualmente, um pro-
cesso rotineiro. No entanto, os conhe-
cimentos sobre amel hor formulac&o do
meio de cultura paracada espécie ainda
sdo limitados. Um grande nimero defa
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tores complexosinfluenciaagerminagéo
e 0 crescimento in vitro de orquidess,
sendo altamente dependentes do
gendtipo (Silvaet al., 2002).

Osfatores que mais freqlientemente
determinam 0 sucesso da
micropropagacdo sdo a origem do
explante e o meio nutritivo onde sdo
cultivados. Vérias mudancas de padréo
foram propostas natentativade otimizar
0 crescimento in vitro. Essas modifica-
¢Bes visam principalmente areducéo ou
0 incremento de alguns componentes
que podem promover melhor crescimen-
to em tecidos de orquideas (Pasqual et
al., 2001).

George et al. (2008) sugerem que a
adicdo no meio de cultura de compos-
tos orgéanicos complexos como polpade
banana pode suplementar o teor de vi-

taminas, aminoéacidos e reguladores de
crescimento. De acordo com Arditti &
Ernst (1993), apol pade bananamadura
pode intensificar o crescimento de
plantulas obtidas a partir de explantes
in vitro. No mesmo sentido, Torres et
al. (2001) citam que essa substancia
pode promover diferentes efeitos no
cultivoin vitro, taiscomo espessamento
e/ou crescimento das raizes, dependen-
do dacultivar e da quantidade de polpa
debananautilizada

O &gar tem sido muito utilizado na
propagacdo in vitro, pela sua grande
eficiénciacomo agente geleificante, pro-
movendo condic¢Bes ideais de suporte
paraas plantulasno meio de cultura (Fa-
riaetal., 2006). Segundo Grattapaglia&
Machado (1998), haumatendénciamun-
dia parasebuscarem sistemas utilizan-
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domeio liquido, em virtude daredugéo
do custo pelaeliminagéo do &gar emaior
agilidade napreparacéo do meio.

Os elementos minerais exigidos em
mai ores quantidades para o crescimen-
to de plantas sdo incluidos nos meios
nutritivos nas formas de sais
inorganicos, podendo o nitrogénio ser
adicionado como componente de suple-
mentos organicos (Caldas et al., 1998).
O nitrogénio, juntamente com asacarose,
€0 principal componente em quantida-
de no meio de cultura, contribuindo de
forma efetiva tanto no metabolismo ce-
lular como na regulacdo do seu poten-
cial osmotico (Nagao et al., 1994).

Por apresentar-se nas formas de
cétion (aménio) e &nion (nitrito e nitra-
to), o nitrogénio difere dos demais
macronutrientes (Caldas et al., 1998).
Esses ions sdo de grande importancia
no controle do pH do meio de cultura,
atuam como agente tamponante e favo-
recem a absor¢do de outros ions pre-
sentesno meio (Nagao et al., 1994).

A preocupacdo com a conservacao
dos gendtipos das orquideas nativas,
ameagadas de exting&do, em decorréncia
da devastacdo acelerada dos ambientes
naturais, levou arealizagdo do presente
trabalho, que objetivou estudar os efei-
tos de diferentes concentracoes de
NH,NO,, KNO,, agar e polpade banana
nanica no desenvolvimento in vitro de
plantulas de orquidea Cattleya
loddigesii.

MATERIAL E METODOS

Plantas adultas de Cattleya
loddigesii foram col etadas previamente
ao enchimento do lago da Usina
Hidroelétrica do Funil, situado no Rio
Grande, entre osmunicipiosdeLavrase
PerdBes, em 2002. Essas plantas foram
acondicionadas em vasos e permanece-
ram em casa de vegetacdo até o
florescimento, em maio de 2003. Neste
estagio foi feita a autofecundacdo das
flores, as quais desenvolveram capsu-
las e, cerca de nove meses depois, fo-
ram coletadas e levadas ao laboratorio.

A assepsia constou de lavagem em
&guacorrente por cinco minutos, imersao
em solugdo de & cool 70% por um minu-
to e desinfestagdo com hipoclorito de
sodio, na concentracdo de 1%, durante
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20 minutos. Em seguida, as capsulasfo-
ram lavadas com &gua destilada
autoclavada por trés vezes. Essa opera
¢éo foi realizada em cémara de fluxo
laminar desinfestada.com & cool 70%.

Com auxilio de estilete esterilizado
foi feitaumaincisdo nacapsula, liberan-
do as sementes, que foram inoculadas
em frascos contendo meio de cultura
Knudson C (1946), acrescidode2 g L?
de carvéo ativado e 100 g L* de polpa
de banana nanica madura. Os frascos
permaneceram em sala de crescimento
comirradianciaemtornode 35 uM mr?s
! temperaturade 25+1°C e fotoperiodo
de 16 horas, até que houvesse o desen-
volvimento dos protocormos e plantul as,
explantes usados para realizagéo dos
experimentos.

Experimento 1: Protocormosforam
inoculados em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) constituido de concentra-
¢OesdeNH,NO, (0; 25; 50; 75e100%da
formulagdo de330mgL*) edeKNO, (0;
25; 50 e 100% daformulagdo de 380 mg
LY em todas as combinagdes possiveis,
suplementado de sacarose (30 g L ™).
Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 5, com 5 repeticdes e 4
protocormos por frasco. Foram analisa-
doso nimero defolhasederaizes, com-
primento damaior raiz edaparte aéreae
peso da matériafresca da pléntula

Experimento 2: Plantulas, com 1 a
1,5 cm de comprimento e contendo
raizes peguenas (+0,5 cm), foram inocu-
ladas em meio de cultura Knudson C,
acrescidodeégar (0; 2; 4, 6e8gL ™) ede
pol pa de banana nanica madura (0; 50;
100; 150 e 200 g L) em todas as com-
binacGes possiveis, suplementado de
sacarose (20gL™) ecarvo ativado (29
L-1). Utilizou-se o delineamento experi-
mental inteiramente casualizado, em es-
quemafatorial 5x 5, com 4 repeticdese4
plantulas por frasco. Asvariaveis anali-
sadasforam nimero de brotos, aturada
parte aérea, massa seca da parte aérea,
comprimento de raizes e massa seca de
raizes.

Em ambos osexperimentos, osmeios
tiveram o pH gjustado para5,8+0,1, sen-
do 60 mL vertidos em frasco de vidro
com capacidade de 250 cm?, antes do
processo deautoclavagemal21°Cel,1
atm por 20 minutos. Apdso resfriamento,

os frascos foram levados a cdmara de
fluxo laminar, ondefoi feitaainoculagcéo
dos explantes, sob condi¢cBes
assepticas. Apbs inoculagdo, os frascos
foram mantidos em salade crescimento
comirradianciaem torno de 35 pmol m2
s, temperaturade 25+1°C e fotoperio-
do de 16 horas, por 90 dias.

A andlise de varianciafoi realizada
utilizando o procedimento GLM do
“software” estatistico SAS® (SAS, 1990)
por meio do método dos quadrados mi-
nimos ponderados pelo inverso das
variancias de cada tratamento, dada a
heterogeneidade das variancias. Devi-
do a perda de unidades experimentais,
algumas combinagdes dos fatores ndo
puderam ser estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: A interacdo entre os
fatores mostrou significancia apenas
para a variavel nimero de folhas. So-
mente as concentragdes de NH,NO, in-
fluenciaram significativamenteasdemais
varidveisanalisadas (Figuras1 e 2).

A concentracdo de 21,31% de
NH,NO, apresenta-se como quantidade
ideal para peso da matéria fresca das
plantulas (Figura 1A), registrando-se
decréscimo a partir desse ponto. Este
resultado, de certaforma, difere dosob-
tidos por Araljjo et al. (2005), relatando
que o incremento das concentracfes de
NH,NO, e KNO, promoveu aumento no
peso da matéria fresca das plantulas de
Cattleya nobilior, tendo sido o maior
peso obtido com adicdo de 100% de
NH,NO,eKNO, emmeio Knudson C.

Paracomprimento daparte aérea (Fi-
guralB) aequacdo apresentou bom gjus-
te dos dados (R?= 0,83) e umavez deri-
vadaindicou o ponto de méaximo nacon-
centracao de 35% de NH,NO, havendo,
apartir dai, decréscimo dosvalores. Re-
sultados similares foram obtidos por
Araljo et al. (2005), que recomendam o
incremento de 50% deNH,NO, eKNO,
no meio de cultura paracomprimento da
parte aérea em pléantulas de Cattleya
leopoldii.

Pode-se inferir o efeito estimulante
do nimero de raizes até a concentragdo
de41,16% deNH,NO, havendo apartir
dai decréscimo dosvalores (Figura1C).
Houve aumento no comprimento da
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Figura 1. Peso da matéria fresca (A), comprimento da parte aérea (B), nimero de raizes (C)e comprimento da maior raiz em pléntulas de
Cattleyaloddigesii em funcéo de concentragdes de NH,NO, (D). (weight of the fresh matter (A), length of shoot (B), number of roots (C) and
length of the longest root in seedlings of Cattleya loddigesii according to concentrations of NH,NO, (D)). Lavras, UFLA, 2007.

maior raiz até a concentracdo de 17,5% Y=3.242-0,0146x 10,0002x> R>=0.74
de NH,NO,, havendo a partir dai redu- 61
¢ao da variavel (Figura 1D). Aradjo et
al. (2005) também obtiveram resultados
semel hantes, trabal hando com plantulas
de Cattleya nobilior.

Todas as varidveis estudadas, exceto
ndmero defolhas, seguiram amesmaten-

Numero de folhas

déncia, o nitrato de ambnio estimulou 2

aumento até certo ponto, tornando-se 1 -

toxicoapartir domesmo, com 0 aumento ® =0% (o3, M=25% o3, B=50% (o3 = NS A=50% 03

das concentragBes, provavelmente cau- 0 - T T .
sado pelos distirbios nutricionais pela 0 25 50 75 100
adicao desse sal ao meio de cultura. NH,NO,

Ap0s desdobramento da interaGdo  Figura 2. Nimero defolhas em plantul as de orquidea Cattleya loddigesii nas concentragdes
concentragdo de NH,NO, e de KNO,  estudadas de NH,NO, combinadas com a concentragéo de 50% de KNO, (number of leaves
sobre avariavel nimero defolhas, ape-  onseedlingsof Cattleyaloddigesii orchid with the concentration of NH,NO, combined with

nasaconcentraga) de50% deKN03 nas the level of 50% of KNOS) Lavras, UFLA, 2007.
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Figura 3. Numero de brotos(A), aturada parte aérea (B), massa seca da parte aérea (C) e comprimento das raizes em plantulas de orquidea
Cattleyaloddigesii nas diferentes concentracfes de agar e polpade banana (D) (number of shoots (A), shoot height (B), dry mass of shoot (C)
and length of rootsin seedlings of Cattleya loddigesii orchid in different concentrations of agar and bananapulp (D)).Lavras, UFLA, 2007.

concentragfes de nitrato de amonio
(NH,NO,) apresentou significancia (Fi-
gura2), observando-se aumento no ni-
mero de folhas com o incremento de
NH,NO,, atéamaximaconcentracao uti-
lizada

Sato et al. (2001), estudando ainflu-
éncia da concentracdo de nitrato de
amdnio namicropropagacdo damandio-
ca(Manihot esculenta), verificaram que
0 nimero de folhas cresceu com o au-
mento da concentracdo de NH,NO,, e
na concentragdo de 41,20 mM L de
NH,*, que equivale ao dobro daconcen-
trac&o de nitrato de amdnio utilizadano
meio MS, o nimero de folhasfoi maior
(7 folhas), napresencade BAP.

214

Os resultados encontrados s&o con-
cordantes com os de Sato et al. (2001)
gue afirmam que a maioria das plantas
priorizaaabsorcdodeNH,*aNO,. Alem
do favorecimento do pH do meio (apro-
ximadamente 5,8), aassimilacdo do ion
amdnio requer umademandaenergética
menor em relagdo a assimilacgdo do ion
nitrato (Nagao et al., 1994).

Experimento 2: Observa-senaFigu-
ra 3A que, na auséncia de agar, o au-
mento da concentracdo de polpa de ba-
nanaatéolimitede128,4 g L-*promove
incremento nataxade multiplicacéo, re-
gistrando-se 2,84 brotos por explante.
Em concentragdes superiores houve
tendénciade reducdo do nimero de bro-

tos. Ao seutilizar 2 g L de &gar, houve
decréscimo no ndmero de brotos na
medida em que se aumentaram as con-
centragdes de polpa de banana. Por ou-
tro lado, nessa concentracéo de agar,
verifica-se que naausénciade polpade
banana, o nimero de brotos é maior do
gue aquele observado em meio liquido.

Osresultados obtidos estéo de acor-
do com afirmagdes de Arditti & Ernst
(1993), de que aadicéo de polpa de ba-
nana no meio de cultivo aumenta o nu-
mero de brotos na propagacéo in vitro
de plantulas de orquideas. Concordam
em partecom Silvaet al. (2005), quees-
tudando a micropropagacdo de orqui-
dea Brassolaeliocattleya ‘Pastoral’ x

Hortic. bras., v. 27, n.2, abr.-jun. 2009
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Laeliocattleya‘ Amber Glow’, registra-
ram que 75 g L de pol pade bananapro-
moveram aformag&o de maior nimero
de brotos.

Ocorreu umatendéncia de aumento
no tamanho de brotos com o aumento
das concentragdes de polpa de banana
(Figura3B). Maior alturadaparte aérea
éobtidanaconcentragdo de200g L de
polpadabananae6 gL ! deégar. Nessa
concentracéo de &gar e na auséncia de
pol pa de banana observa-se maior altu-
ra da parte aérea das plantulas do que
em meio liquido. De modo semelhante,
bom crescimento in vitro de plantulas
de Dendrobium nobile Lindl, em meio
de cultura, com adi¢do de 60 g L de
polpa de banana foi evidenciado por
Song et al. (1999). A adi¢éo de polpa
promove desenvolvimento da parte aé-
reano cultivo invitro de orquidea, bem
como emissdo de brotos adventicios
(Torres& Barbosa, 2001).

Melhor resultado para massa seca
daparte aérea (0,0264 g) € observado na
ausénciade égar com 126,7 g L depol-
pade banana (Figura 3C), concordando
com os resultados de Pasqual et al.
(2008) que obtiveram maior massaseca
de parte aérea de abacaxi ornamental
(AnanaslucidusL.) naausénciade égar
e de reguladores de crescimento e esta
de acordo com Adelberg et al. (1997),
reportando que o cultivo em meio liqui-
do apresenta crescimento mais vigoro-
so de plantulas. A pol pade bananapode
suplementar o teor de vitaminas,
aminoacidos e reguladores de cresci-
mento ao meio de cultura, promovendo
aumento da massa fresca da plantula
(Georgeet al., 2008).

O incremento da concentracdo de
polpa de banana, associado a4 g L*de
&gar, promoveu aumento no comprimen-
to das raizes das pléntulas de forma li-
near (Figura3D). Maior comprimento das
raizes (2,85 cm) foi obtido naconcentra-
¢dodedgLtdeagar e200gL*depolpa
dabanana. Naausénciade &gar e polpa
de banana pode-se observar o menor
comprimento dasraizes (0,70 cm). Ava
ridvel massa seca das raizes também
obteve melhor resultado com a utiliza-
¢doded gL deéagar e200gL*depolpa
debanana(Figura4). Essarespostapode
ser explicadapel o fato de concentractes
elevadas de &gar dificultarem o contato
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Figura4. Massasecadasraizesem plantulasde orquideaCattleyaloddigesi cultivadasem diferen-
tes concentrages de &gar e polpa de banana (dry mass of rootsin seedlings of Cattleya loddigesi
orchid grown in different concentrations of agar and bananapulp). Lavras, UFLA, 2007.

do explante com o meio, limitando aab-
sor¢do de sais minerais.

Deformasimilar ao que ocorreu com
orquidea nesse experimento, 0
enraizamento in vitro do abacaxi orna-
mental foi vidvel em meio MS liquido
(Pasqudl et al., 2008). A adicdo de 1009
L-* de pol pa de banana promoveu maior
crescimento da parte aérea e da maior
raiz e o aumento da massa fresca de
raizesde plantulas de orquidea Cattleya
loddigesii ‘Grande' x Cattleyaloddigesii
‘Alba (Araljoet al., 2006). Analisando
0 enraizamento in vitro de plantulas de
Dendrobium nobile Lindl, em diferen-
tes meios de cultura, Song et al. (1999)
verificaram que a combinagdo Adubo
Peters® (3gL*, 20 g L de sacarose, 60
g L* de polpa de banana) proporcionou
maior niimero deraizes. O uso demeios
liquidos viahilizaaabsorcéo de nutrien-
teseminerais presentes no meio de cul-
tura, favorecendo o acimulo de matéria
fresca e secano explante.

Combaseno peso damatériafrescadas
pléntulas, nimero de raizes, comprimento
daparteaéreaecomprimentodamaior raiz,
aadicdo de 17,5 a41,16% da formulagéo
origina deNH,NO, a0 meio M Sproporci-
onao melhor desenvolvimento in vitro de
plantulas de Cattleya loddigesii. Maior
nimero defolhaséobtido com aadicio ao
meio MSde 100% daformulaco origina
deNH,NO, e50%deKNO,,

A multiplicacdoinvitro deplantulas
de orquidea Cattleya loddigesii € via
vel em meio Knudson C liquido com a
utilizacdo de 128,42 g L™ de polpa da
banana nanica.
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