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ESTIOLAMENTO IN VITRO DE Cattleya labiata E Phalaenopsis sp.

RESUMO - As orquideas sdo plantas ornamentais que se destacam principalmente na
floricultura devido a beleza, ao exotismo, a diversidade de cores, aos tamanhos e aos formatos de
suas flores. A espécie Cattleya labiata e as do género Phalaenopsis apresentam uma grande
oferta de opcbes de cores que tornam suas flores muito valorizadas e demandadas para
comercializacdo. Cattleya labiata € nativa do Nordeste brasileiro e suas floress sdo levemente
arroxeadas e perfumadas; engquanto que Phalaenopsis sp. produz flores brancas de longa
durabilidade. A cultura de tecidos tem sido largamente empregada na multiplicacdo massiva
desses dois géneros. O estiolamento in vitro permite produzir grande nimero de plantas,
reduzindo os riscos da ocorréncia de variagdo somaclonal. Em razéo disso, este trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia de diferentes ambientes de cultivo e de concentragdes de BAP
(6-benzilaminopurina) e ANA (&cido naftaleno acético) no estiolamento in vitro das orquideas
Cattleya labiata e Phalaenopsis sp. Plantulas oriundas de sementes germinadas in vitro com
aproximadamente + 1,0 cm de comprimento foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15,0
mL de meio de cultura MS, acrescido de diferentes concentracées de BAP (0,0; 2,0 e 4,0 mg L™),
ANA (0,0; 1,0 e 2,0 mg L™) e ambientes de cultivo (sala de crescimento no escuro e com 16
horas de luz artificial), em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (2 ambientes x 3 doses de BAP x 3 doses de
ANA). Ao final de 150 dias, foram realizadas as seguintes avaliagdes: a) nimero de brotos
estiolados; b) nimero de nos por broto estiolado; ¢) comprimento da brotacdo principal (cm); d)
namero de raizes e, €) massa seca total (g). O nimero de brotos estiolados e de nés (por broto
estiolado) em plantulas de C. labiata e de nds por broto estiolado em Phalaenopsis sp. foram
superiores no ambiente em auséncia de luz independente do fitorregulador utilizado, entretanto
para o numero de brotacdes de Phalaenopsis sp. o ambiente luminoso foi o mais favoravel. A
espécie C. labiata apresentou maior nimero de nés com a utilizacdo de 2,0 mg L™ de ANA na
auséncia de BAP, e a orquidea Phalaenopsis sp. proporcionou maior nimero de nés com o
emprego de 2,0 mg L™ de ANA. Em plantulas de C. labiata e Phalaenopsis sp. a altura da
brotacdo principal foi superior em ambiente na auséncia de luz e, em contraste, 0 nimero de
raizes e a massa seca total das plantulas foram superiores em ambiente na presenca de luz, sendo

que para C. labiata esses resultados foram independentes do regulador de crescimento utilizado.



Palavras-chave: Orchidaceae, cultura de tecidos, presenga e auséncia de Iluz, 6-

benzilaminopurina, &cido naftaleno acético.



IN VITRO ETIOLATION OF Cattleya labiata AND Phalaenopsis sp.

ABSTRACT

Orchids are ornamental plants that stand out mainly in floriculture due to the beauty, the
exoticism, the diversity of colors, the sizes and shapes of their flowers. Cattleya labiata and
species of the genus Phalaenopsis feature a wide range of color choices that make their flowers
much valued and demanded for marketing. Cattleya labiata is native of the Brazilian Northeast
and produces purplish and slightly fragrant flowers; and Phalaenopsis sp. produces white flowers
for long lasting durability. Tissue culture is widely used in massive multiplication of genres. The
in vitro etiolation allows to produce large numbers of plants, reducing the risk of somaclonal
variation. For this reason, this study aimed to evaluate the influence of different cultivation
environments and concentrations of BAP (6-benzylaminopurine) and NAA (naphthalene acetic
acid) in vitro etiolation of the orchids Cattleya labiata and Phalaenopsis sp. Seedlings grown
from seeds germinated in vitro with approximately + 1.0 cm in length were inoculated into test
tubes containing 15.0 mL of MS medium supplemented with different concentrations of BAP
(0.0, 2.0 and 4, 0 mg L"), NAA (0.0, 1.0 and 2.0 mg L™) and culture environments (dark growth
and room with artificial light) in a factorial 2 x 3 x 3 (2 environments x 3 doses of BAP x 3 doses
of NAA). At the end of 150 days, the following evaluations were performed: a) number of
etiolated shoots; b) number of nodes per etiolated shoot; ¢) length of the main sprout (cm); d)
number of roots, and e) total dry mass (g). The number of etiolated shoots and nodes (per
etiolated shoot) on seedlings of C. labiata and nodes per etiolated shoot in Phalaenopsis sp. were
higher in the environment in the absence of light independent of the phytoregulator used,
however the number of shoots of Phalaenopsis sp. the luminous environment was the most
favorable. The species C. labiata showed a higher number of nodes with the use of 2.0 mg L™ of
NAA, in the absence of BAP, and Phalaenopsis sp. provided the highest number of nodes with
the use of 2.0 mg L™ of NAA. In seedlings of C. labiata and Phalaenopsis sp. the height of the
main budding was higher in the environment in the absence of light, in contrast, the number of
roots and total dry weight of seedlings were higher in luminous environment, and for C. labiata
these results were independent regulator growth used.

Keywords: Orchidaceae, tissue culture, presence and absence of light, 6-benzylaminopurine,

naphthalene acetic acid.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A floricultura, em seu sentido amplo, abrange o cultivo de plantas ornamentais, desde
flores de corte e plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a producdo de sementes, bulbos e mudas
de arvores de grande porte. E um setor altamente competitivo, que exige a utilizacdo de
tecnologias avancadas, profundo conhecimento técnico pelo produtor e que demanda um sistema
eficiente de distribuicdo e comercializagdo de seus produtos (SILVEIRA, 1993).

No cenério internacional, a exportacdo de flores e plantas ornamentais no Brasil esta
longe de alcancar 1% do valor total de US$ 8 bilhdes (JUNQUEIRA; PEETZ, 2010). O mercado
de flores é dominado por pequeno nimero de paises compradores, sendo todos localizados no
Hemisfério Norte, e um grande numero de paises exportadores, situados em ambos o0s
Hemisférios. Mesmo assim pOde-se constatar que no periodo de 2000 e 2008 o Pais viveu um
processo continuo de recordes sucessivos nas exportacdes de flores e plantas ornamentais, tendo
elevado seus resultados de US$ 11,97 milhdes, em 2000, para US$ 35,50 milhdes, em 2008.

Segundo Junqueira e Peetz (2013) confirmou-se o ciclo de retracdo recentemente
experimentado pela floricultura nacional em 2012, em que as exportacdes brasileiras de flores e
plantas ornamentais reduziram em 7,6% em relacdo ao total vendido ao exterior em 2011 e
apresentando um fechamento no valor total de US$ 26,01 milhGes. Esse fato reflete o contexto
econdmico-financeiro recessivo prevalecente nos principais mercados mundiais (EUA, Unido
europeia e Japdo), que permanece causando reducdes globais na demanda pelos produtos da
floricultura.

A grande vantagem da cadeia produtiva de flores e plantas ornamentais do Brasil é
sua vocacdo para o suprimento do mercado interno, o qual concentrou, em 2010, 98,67% do total
movimentado pelo setor (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011). Ainda segundo 0s mesmos autores, no
ambito do consumo interno, a floricultura empresarial brasileira vem experimentando um
crescimento continuo, cerca de 15% ao ano, tendo alcangado, no ano passado, a uma
movimentacao global da ordem de R$ 3,8 bilhdes. Tais indicadores - que se exibem muito acima

das ja excepcionais taxas de crescimento do PIB (7,5% em 2010) - sdo reflexos de fatores



16

altamente positivos como o aumento da renda, do emprego, da ocupacgéo e da ascensdo social de
importantes parcelas da populagéo.

Entre as principais plantas cultivadas economicamente destacam-se as da familia
Orchidaceae, com cerca de 800 géneros e 35.000 espécies, das quais estdo presentes no Brasil
2.350 espécies distribuidas em 200 géneros (FARIA et al., 2012). Representa aproximadamente
40% das Monocotileddneas, ocorrendo em quase todas as regides do planeta (DAHLGREN et al.,
1985).

O Brasil possui uma grande biodiversidade de orquideas, principalmente epifitas,
entretanto muitas dessas espécies encontram-se em risco de extingdo devido a destruicdo de seus
habitats, as coletas predatorias ou ao uso de agroquimicos que atingem seus polinizadores
naturais, dessa forma, as plantas permanecem em matas preservadas, embora ndo se reproduzam,
pois ndo ocorre a polinizagdo nem a formacéo de capsulas com sementes (RAVEN et al., 2001).

A propagacdo das orquideas pode ser por sementes e por via vegetativa. No processo
vegetativo o numero de plantas obtidas é bastante reduzido, inviabilizando o fornecimento de
mudas uniformes e em grande quantidade para o mercado. Ja por via seminifera, ocorre a
limitacdo das sementes serem diminutas e desprovidas de endosperma, necessitando de cultivo in
vitro para a germinacgdo assimbiotica e também a heterogeneidade devido a polinizacdo cruzada

A cultura de tecidos permite um melhor controle dos fatores de cultivo, possibilitando
a obtencdo massiva de mudas, com alta qualidade fitossanitaria e genética a precos competitivos,
0 que viabiliza uma producdo padronizada exigida pelo mercado consumidor, evitando assim,
impactos ao meio ambiente (REDENBAUGH, 1991; TOMBOLATO; COSTA, 1998).

Entre os diversos fatores do cultivo in vitro, o meio de cultura, os reguladores de
crescimento e as condicdes de luminosidade do ambiente de cultivo sdo essenciais para o melhor
desenvolvimento das culturas. Esses fatores podem ser estudados de forma a permitir melhores
resultados com relacdo ao estiolamento in vitro.

As plantas, além de possuirem a capacidade de utilizar a luz como fonte de energia no
processo fotossintético, possuem a habilidade de distinguir seus gradientes e sua composicao
espectral. A percepgdo luminosa gera alteragcbes na morfologia e na estrutura vegetal, como
fototropismo, fotonastias e fotomorfogénese (MAJEROWICZ; PERES, 2004).

Ja os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura tém por objetivo

suprir as eventuais deficiéncias dos teores enddgenos de hormonios vegetais nos explantes, que
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se encontram isolados nas regibes produtoras da planta matriz. As auxinas e as citocininas
constituem-se nas duas classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de
tecidos vegetais. Alguns processos de natureza morfogenética, tais como: formagdo das raizes,
parte aérea e de calos, em cultura de tecidos, é regulada pela disponibilidade e interacdo entre
estas duas classes de reguladores (SKOOG; MILLER, 1957; HUSSEY, 1978).

As auxinas respondem pela expansdo e pelo alongamento celulares, bem como na
divisdo celular juntamente com as citocininas na cultura de tecidos vegetais (KRIKORIAN,
1991). De acordo com Hu e Wang (1983), a substancia 6-benzilaminopurina (BAP) é importante
para induzir a formagédo de brotacdes e aumentar a taxa de multiplicacdo em muitos sistemas da
micropropagacao.

Sendo assim, determinar os efeitos tanto da variacdo dos niveis e tipos de reguladores
de crescimento quanto das condi¢fes de luminosidade é de extrema importancia nas etapas de
estabelecimento e multiplicagdo dos explantes na cultura de tecidos.

Considerando as potencialidades do cultivo e vantagens do processo de
micropropagacdo, objetivou-se estudar os aspectos da multiplicacéo in vitro de Cattleya labiata e
Phalaenopsis sp. por meio do metodo de estiolamento in vitro de plantulas sob influéncia de

diferentes ambientes de cultivo e concentrac6es dos fitorreguladores BAP e ANA.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos sdcio-econdmicos do segmento de flores e plantas ornamentais

Ao longo dos dltimos anos, a floricultura brasileira vem adquirindo notavel
desenvolvimento, caracterizando-se como um dos mais promissores segmentos da horticultura. E
nesse contexto, que se visualizam as importantes mudancas estruturais (infraestrutura, rodovias,
portos e outros), que sinalizam para o fato de que o Brasil caminha, decisivamente, para a
implantacdo de um modelo de qualidade internacional de gestdo e de governanca de sua cadeia
produtiva de flores e plantas ornamentais. Nesse novo panorama estdo sendo geradas inimeras
oportunidades de negdcios e de insercdo comercial competitiva, eficiente e sustentavel para 0s
polos emergentes de producdo distribuidos por todo o Pais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).
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Segundo dados de 2010, a &rea ocupada pelo setor de floricultura mundial foi
estimada em torno de 190 mil ha, movimentando cerca de US$ 18 bilhGes (com base no mercado
produtor) e US$ 54 bilhdes (com base no mercado consumidor). No Brasil, os niimeros de varejo
giraram em torno de R$ 2,6 bilhGes, o mercado produtor movimentou cerca de R$ 700 milhdes; e
0 atacadista R$ 1,1 bilhdo (ABSEM, 2010).

A expectativa de vendas para o setor de floricultura no Brasil era de que fossem
movimentados R$ 5,2 bilhdes em 2013, representando um aumento de 12% com relacdo ao ano
anterior. Esse segmento vem apresentando um crescimento de 8% a 12% ao ano no volume de
vendas, e 15% a 17% no valor movimentado. Entretanto, o Brasil ainda tem muito a ser
explorado nesse segmento. O Pais possui cerca de 7,6 mil produtores de flores e plantas
ornamentais, responsaveis pelo cultivo de 350 espécies com cerca de trés mil variedades. O setor
responde por aproximadamente 194 mil empregos diretos, dos quais 96 mil (49,5%) estdo
concentrados na fase de producao; 77 mil (39,7%) no varejo; 6 mil (3,1%) na distribuicdo; e 15
mil (7,7%) em outras fungdes, principalmente de apoio. A média anual de consumo de flores e
plantas ornamentais no Pais é de cerca de R$ 23,00 (US$ 12,00) por pessoa, valor este muito
inferior ao consumo per capita dos europeus, que é em torno de R$ 141,00 (US$ 70,00) por
habitante/ano (SNA, 2013). O baixo consumo nacional apresenta um mercado interno em
potencial, proporcionando ao produtor buscar novos clientes, e consequentemente, aumentar as
vendas de produtos oriundos do setor de floricultura.

O comeércio de flores e plantas ornamentais no mercado nacional esta concentrado
tradicionalmente nos meses de maio e junho, que relnem as duas mais importantes datas
comemorativas para o setor: o Dia das Mées e do Dia dos Namorados. O bindmio responsavel
pela grande composicdo das vendas é representado pelas rosas vermelhas (corte) e orquideas do
género Phalaenopsis (vaso) (JUNQUEIRA; PEETZ, 2011).

Os principais géneros e hibridos produzidos sdo Phalaenopsis, Cattleya, Cymbiidium,
Dendrobium e Oncidium, sendo que alguns géneros, como Epidendrum, Paphiopedilum e Vanda
estdo despontando nesta area (PASQUAL et al., 2005).

O cultivo de orquideas apresenta um expressivo crescimento de produtividade,
principalmente pela introducdo de novas tecnologias associadas ao surgimento de novas especies
e variedades, disponibilizadas no mercado, refletindo o crescimento no comércio destas plantas
nos mercados interno e externo (TAKANE; YANAGISAWA, 2007).
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2.2 Familia Orchidaceae

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e de grande valor
comercial, devido, principalmente por sua beleza, forma e cor de suas flores e pela facilidade na
realizacdo de combinagdes genéticas, por meio de cruzamentos. Suas espécies dificilmente
formam sementes, e, quando formam, apenas 3 a 5% germinam (TOMBOLATO; COSTA, 1998).

A familia Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de plantas com flores bem
diversificadas, com cerca de 800 géneros, contendo 35 mil espécies descritas e valorizadas pela
beleza e durabilidade de suas flores que exibem uma ampla diversidade em tamanho, forma,
coloracdo e fragrancia (ROBERTS; DIXON, 2008; FARIA et al., 2012). Pertencem a classe
Monocotileddnea e séo consideradas as plantas mais evoluidas do reino vegetal, devido a grande
modificagéo de suas flores (PAULA; SILVA, 2001).

Essas plantas apresentam habitos variados, podendo ser epifitas, terricolas,
saprofiticas ou rupicolas; sendo que a grande maioria das orquideas sdo epifitas (BLACK, 1984).

As orquideas podem ocupar quase todos os habitats. Estas plantas podem ser
encontradas em praticamente todas as regides do planeta, salvo 0s desertos e desde as
proximidades do Artico e da Antartica. O maior nimero de espécies e de géneros encontra-se nas
regides tropicais, em que predominam as plantas de habitos epifiticos e rupicolas, enquanto que
fora dos tropicos predominam as formas terricolas (KERBAUY, 1995).

Esta ampla distribuicdo geografica, ambiental e climatica reflete a necessidade de
desenvolvimento de numerosos caracteres adaptativos presentes na familia Orchidaceae para a
sobrevivéncia nesses diferentes habitats. As adaptacdes selecionadas evolutivamente refletem na
diversidade e multiplicidade de padrGes de crescimento, coloracdo, forma e suculéncia das folhas
e flores das espécies (CHAER, 2012).

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies da familia Orchidaceae,
principalmente as formas epifitas, que sdo representadas por cerca de 200 géneros, e destes,
aproximadamente 3.500 espécies e inumeros hibridos de formas, tamanhos, aromas, cores, folhas
e flores variadas. Na floricultura destaca-se como um importante grupo de plantas ornamentais,
de interesse econémico, botanico e inclusive de importancia para a inddstria medicinal, cosmética
e alimenticia (SILVA, 2003; ARAUJO, 2004).
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Na medicina tradicional, o extrato feito de Cyrtopodium cardiochilum apresenta
propriedades imunoldgicas importantes no tratamento da tuberculose (BARRETO; PARENTE,
2006). Os caules de Dendobrium spp. sdo usados como fitoterdpicos na China por apresentar
atividades antioxidantes, antitumorais e antimutagénicas (FAN et al., 2001; CHIEN et al., 2008).
Na indastria, a espécie Vanilla planifolia Andrews produz a baunilha, conhecida esséncia
aromatizante e condimentar (DIVAKARAN et al., 2006) e a Orchis mascula é utilizada na
producéo de sorvetes na Turquia e na producdo de bebidas (ROBERTS; DIXON, 2008).

Os géneros mais importantes, do ponto de vista econdmico, sd&o Cymbidium,
Dendrobium, Phalaenopsis, Cattleya, Laelia e Oncidium; devido a grande beleza de suas flores,
que apresentam uma grande varia¢do na cor, tamanho, forma e fragrancias, o que possibilitou que
0 cultivo de orquideas se tornasse uma atividade muito importante (HEW; YONG, 1997).

Existem muitas orquideas tropicais que apresentam risco de extin¢do, sendo, portanto
necessarias, acdes que visem a preservacao dessas especies para retird-las desta condicdo (FARIA
et al., 2001). Segundo uma lista divulgada pelo Ministério do Meio Ambiente, hd um nimero
significativo de espécies de orquideas (34), que estdo ameacadas de extingédo e, tém ainda mais 24
espécies que ndo estdo incluidas na lista por falta de dados concretos (BRASIL, 2008). Dentre as
acOes antropicas responsaveis estdo as coletas predatdrias e 0 aumento das fronteiras agricolas,
que substituem a floresta, seu habitat natural, para realizacdo de atividades como a pecuaria e 0s
cultivos agricolas (COLOMBO et al., 2005).

2.3 Género Cattleya

O género Cattleya tem como origem a América Tropical e Subtropical, na regido
compreendida entre o México e o Brasil; engloba cerca de 70 espécies e inumeras variedades de
hibridos naturais, constituindo-se em um dos géneros de orquideas mais populares e cultivados
(RAPOSO, 1993). As orquideas pertencentes ao género Cattleya sdo exclusivamente epifitas,
vivendo, em sua grande maioria, sobre troncos de arvores e arbustos. Todas apresentam
crescimento simpodial; o rizoma ndo é subterraneo, crescendo rente ao tronco ou ao substrato; o
pseudobulbo constitui-se no principal érgdo de reserva; as folhas podem ser unifolioladas ou
bifolioladas (TAKANE et al., 2010).
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A espécie Cattleya labiata Lindl. é nativa do Nordeste brasileiro, e seu florescimento
se da entre os meses de mar¢co a junho (MILLER; WARREN, 1996). Ela ocorre em alguns
estados do Nordeste (Alagoas, Ceara, Paraiba e Pernambuco), recebendo por isso o titulo de
“Rainha do Nordeste” por alguns orquidéfilos. Possui significativa participacdo na
orquidiocultura mundial, dada a sua inclusdo como planta ornamental em si, e, indiretamente,
como participante em milhares de cruzamentos genéticos que trouxeram a esse setor uma
infinidade de hibridos de alta qualidade e extensivamente cultivados em todo o0 mundo, contudo a
pressao antropica representada pela coleta e destruicdo de seu habitat vem reduzindo
drasticamente as populacBes naturais da espécie nesses estados (REIS et al., 2011). O Ceard é um

dos centros de origem e diversificacdo dessa espécie (Figura 1).

Figura 1 - Aspectos da flor e do habito de crescimento epifitico em tronco de &rvore de Cattleya labiata Lindl na
Mata Atlantica. Foto: Eric Kataoka.

2.4 Género Phalaenopsis
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O género Phalaenopsis compreende cerca de 66 espécies de orquideas de habito
epifitico e apresentando folhas suculentas (Figura 2) (TSAI et al., 2003). S0 plantas originarias
das regibes tropicais e subtropicais do planeta, principalmente na regido do sudeste asiatico, e
atualmente estéo entre as orquideas mais populares entre os produtores comerciais (LEE, 2011).

Figura 2 - Aspectos da flor e do habito de crescimento epifitico em tronco de arvore de Phalaenopsis aphrodite
Rchb. f. , espécie representativa do género. Foto: Eric Kataoka.

Essas plantas destacam-se pela exoticidade de suas inflorescéncias, que apresentam
muitas flores de grande durabilidade, razdes pelas quais explicam a grande popularidade desse
género. As plantas de Phalaenopsis apresentam crescimento monopodial, terminando com um
meristema vegetativo, com inflorescéncias nas axilas foliares. As flores possuem um aspecto
achatado com labelo curto e as pétalas sdo menores que as sépalas, formando belissimos
conjuntos de flores ovaladas ou ligeiramente arredondadas, que variam do branco ao violeta
intenso, passando por matizes amareladas ou manchadas (MINAMIGUCHI; MACHADO NETO,
2007).
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O género Phalaenopsis possui um grande potencial ornamental e comercial no Brasil
e no mundo, pois consiste em um dos poucos da familia Orchidaceae que possui um
florescimento periddico de seis meses, desenvolve-se em temperaturas entre 18 e 28 °C (ORI,
2006) e apresenta uma boa resposta a inducéao floral artificial (frio, luz ou giberelinas), processo
pelo qual o florescimento ocorre apds um estimulo provocado, 0 que ndo se aplica

satisfatoriamente a maioria géneros de orquideas de interesse econdmico (LEE, 2011).

2.5 Propagacéo

A propagacéo de orquideas, em condi¢cOes naturais, se da pela proliferacdo de mudas
laterais (brotacfes) ou disseminacao natural das sementes, as quais sdo produzidas em capsulas.
As cépsulas contém milhares de sementes desprovidas de endocarpo e de tamanho extremamente
pequeno, contendo um embrido de aproximadamente 0,1 mm que, no processo de germinagéo,
dilata-se formando uma estrutura chamada de protocormo. Esse método gera variabilidade
genética, produzindo plantas desuniformes (HOFFMANN et al., 1997).

A dificuldade na propagacdo de orquideas em condicGes artificiais pode ser explicada
pela baixa ou nula germinacgédo de suas sementes na auséncia de micorrizas. Na natureza, ocorre a
deiscéncia das capsulas e as sementes sdo lancadas no ambiente e, entrando em contato com as
micorrizas nas raizes das plantas adultas da mesma espécie, se associam e germinam (RAMOS;
CARNEIRO, 2007). Essa relacdo simbidtica entre as sementes e os fungos micorrizicos é fator
determinante, que garante a sobrevivéncia da semente e que resulta na retomada do
desenvolvimento embrionério.

O método de propagacdo vegetativa, que € realizado por meio da separacdo de
rebentos laterais, € uma alternativa para a manutencao de plantas com caracteristicas desejaveis
ou raras. Entretanto constitui-se em um processo extremamente lento e, além disso, expbe a
planta matriz ao ataque de pragas e doencas, ou até mesmo pela planta ndo resistir a separacédo
em mudas, colocando o material vegetal em risco (DIGNART, 2006).

Devido ao baixo rendimento apresentado pelos métodos convencionais de
propagacgdo, outros processos, como o cultivo in vitro de células e tecidos tem sido excelente
alternativa a ser empregada para a propagacao de orquideas. Esta metodologia apresenta muitas

vantagens sobre 0os métodos convencionais de propagacdo, elevada producdo massiva de forma
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rapida e eficiente, alta qualidade genética e fitossanitaria, em um pequeno espaco fisico e em
curto periodo de tempo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O cultivo in vitro de células e tecidos tem sido uma excelente alternativa a ser
empregada para a propagacdo de muitas espécies. Diversas técnicas de cultura de tecidos séo
aplicadas industrialmente, como alternativas viaveis economicamente, e vém sendo utilizadas

com sucesso na propagacéo de plantas ornamentais (COSTA et al., 2013).

2.6 Micropropagacgao

A micropropagacdo ou sistema de propagacdo vegetativa in vitro € um metodo
rapido, pratico e seguro, que se baseia em quatro fases: a) selecdo de explantes, seguida de
desinfestacdo e cultivo em meio nutritivo sob condigdes assepticas; b) multiplicacdo dos
propagulos em sucessivos subcultivos empregando meio de cultura adequado; c) alongamento e
rizogénese em meio de enraizamento; e d) aclimatizagdo sob condigdes controladas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As mudas obtidas podem ser originadas de tecidos
meristematicos ou ndo meristematicos, como fontes de explantes (propagulos iniciais), e sido
regeneradas diretamente do explante (organogénese direta) (RODRIGUES, 2005) ou
indiretamente (organogénese indireta) por meio de calos formados nos proprios explantes (GOH
et al., 1995) ou ainda por meio de tecido embrionario (embriogénese somatica direta) ou tecido
maduro desdiferenciado (embriogénese somatica indireta) (ZIMMERMANN, 2010).

A cultura de tecidos de plantas exprime o conceito de que diferentes tipos de tecidos
da planta podem ser cultivados, sob condi¢cdes assépticas e in vitro, visando micropropagacao,
melhoramento, conservacdo e limpeza clonal. A micropropagacdo € um termo genérico usado
exclusivamente para referir-se a propagacédo in vitro a partir de alguma parte especifica da planta,
denominada explante, baseada em propriedades das células vegetais, como a capacidade
morfogenética e totipotencial das células (VASIL; HILDERBRANT, 1965).

As técnicas de cultivo in vitro sdo muito importantes para espécies de alto valor
comercial, como é o0 caso das ornamentais consideradas exuberantes, como anturios, bromélias e
orquideas (DONINI, 2004), gerando mudas isentas de fitopatdgenos e idénticas geneticamente
(SEGEREN et al., 2003). Comercialmente, € preferivel que cultivares de importancia agronémica

sejam propagadas por via assexuada, pois esse tipo de propagacédo proporciona plantas uniformes



25

quanto as suas caracteristicas, tais como crescimento, floracdo e frutificacdo. Isso é um fator
importante uma vez que essas plantas sdo altamente selecionadas para caracteristicas desejadas
como a alta producdo e resisténcia a doencas (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010), uma vez
que o setor da floricultura demanda grande nimero de mudas uniformes e de alta qualidade
genética e fitossanitaria durante todo o ano (CARVALHO et al., 2013).

A escolha do tipo de explante é dependente de vérios fatores que determinam a
viabilidade de sua utilizacdo, tais como: disponibilidade de material, nivel de contaminacao,
juvenilidade do tecido e estacdo do ano (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010), entre outras.

A micropropagacdo € um método de estimada importancia prética e potencial na
agricultura, com especial enfoque na producédo de plantas em larga escala, no intercambio de
germoplasma, bem como na pesquisa basica, principalmente em citologia e fisiologia celular. O
uso das técnicas de micropropagacao tem se destacado, principalmente, no langamento de novas
variedades, permitindo o rapido acesso dos agricultores as novas cultivares desenvolvidas pelos
programas de melhoramento genético. De maior utilizagdo em espécies de propagacao vegetativa,
tornou-se viavel também para formacédo de clones de gendtipos superiores de espécies que se
reproduzem por sementes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

No entanto, para 0 uso pratico da micropropagacdo é necessario melhorar e adequar
as condicdes de cultivo para cada espécie e/ou variedade. Dentre os fatores que mais influenciam
a maximizacdo do potencial genotipico na multiplicacdo in vitro, estdo os fitorreguladores, em
especial as citocininas, como 0 BAP (LEONTIEV-ORLOV et al., 2000).

A cultura de tecidos ja é empregada em muitas espécies do género Cattleya e
encontram-se disponiveis diversos trabalhos na literatura. Dentre eles destaca-se o trabalho de
Ventura (2007), que estudou o cultivo in vitro de Cattleya loddigesii e Cattleya bicolor em
diferentes formulacdes quimicas de meios de cultura e observou que as melhores respostas de C.
loddigessi foram obtidas com o aumento da concentracdo de sais e de sacarose e para C. bicolor
os melhores resultados foram obtidos com a adicdo de carvao ativado em meio Peter’s (meio
composto por nutrientes do adubo comercial Peter’s); e também a germinagdo in vitro de
sementes de Cattleya amethystoglossa com adicdo de diferentes concentragdes de carvéo ativado
em meio de cultura MN (meio Knudson modificado), verificando um efeito prejudicial na
germinacdo e um retardo no crescimento de protocormos dessa espécie independente da dose de

carvao ativado utilizado. Vieira et al. (2009) verificaram efeitos positivos da utilizacdo de polpa
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da banana e agua de coco no crescimento in vitro do hibrido C. labiata x C. forbesii; Galdiano
Junior et al. (2013) estudaram a influéncia da concentracdo da sacarose no desenvolvimento in
vitro de C. loddigesii e observaram que a concentracdo de 20 mg L™ apresentou maior eficiéncia
no crescimento in vitro nessa espécie e Braz et al. (2013) avaliaram a influéncia de concentragdes
do biopolimero quitosana no crescimento in vitro de C. labiata e observaram a viabilidade da
utilizacdo desse biopolimero na cultura de tecidos vegetais na obtencdo de plantas com melhor
desempenho em seu crescimento.

Para o género Phalaenopsis também existem vérios trabalhos na literatura que
reportam a aplicacdo da cultura de tecidos para esse género. Um deles estudou a influéncia das
auxinas no desenvolvimento e no teor de carboidratos soltveis em P. amabilis em cultivo in vitro
obtendo diferentes respostas em fungéo do tipo de auxinas e suas concentra¢des (ORI, 2006). Em
outro trabalho foi avaliado o uso de fertilizantes comerciais e polpa da banana no cultivo in vitro
do hibrido P. amabilis x P. equestris onde os autores concluiram que o tratamento composto por
Biofert® acrescido de polpa de banana apresentou os melhores resultados para o desenvolvimento
in vitro desse hibrido (COLOMBO et al., 2012). Sinha e Jahan (2011) estudando a propagacéo in
vitro de segmentos foliares de P. amabilis cv. ‘Golden Horizon’ obtiveram os melhores
resultados com o uso de 2,5 g L™ de polpa de banana adicionada ao meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). Na multiplicacdo in vitro de Phalaenopsis gigantea, Samarfard et al (2014)
avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de quitosana e TDZ e observaram os melhores

resultados em meio acrescido de 10 mg L™ de quitosana + 0,1 mg L™ de TDZ.

2.6.1 Estiolamento in vitro

As plantas apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes e opostas quando séo
desenvolvidas em ambiente com ou sem luz. As plantulas que sdo submetidas a auséncia de
luminosidade passam por um tipo especial de desenvolvimento denominado escotomorfogénese.
Tais plantulas desenvolvem caules alongados e esbranquicados, folhas curtas, entrends afastados
e ndao conseguem acumular clorofila. Devido a essas caracteristicas tais plantulas sdo ditas
estioladas (CHORY et al., 1996; SUZUKI et al., 2004; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Outras caracteristicas relacionadas as plantas estioladas referem-se a reduzida

lignificacdo e suberizacdo das células, tornando as paredes celulares mais delgadas. Esta
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caracteristica mostra-se vantajosa na micropropagacdo de plantas estioladas, pois a reducéo nos
processos de lignificacdo e suberizacdo auxilia no desenvolvimento de segmentos nodais quando
isolados in vitro, como a facilidade do processo de enraizamento devido a diminuicdo das
barreiras mecénicas no tecido caulinar (BASSUK; MAYNARD, 1987).

Com vistas a obtencdo em larga escala de mudas geneticamente idénticas a partir da
regeneracdo de érgdos, o processo de estiolamento in vitro tem sido frequentemente adotado por
evitar a ocorréncia de alteracdes genéticas desconhecidas, as chamadas variagdes somaclonais,
em Catasetum no Laborat6rio de Fisiologia Vegetal da Universidade de S&o Paulo, e vem sendo
utilizado desde 1993 sem apresentar nenhuma alteragdo genética perceptivel (KERBAUY, 2011).

Sendo assim, o estiolamento é largamente utilizado no cultivo in vitro de espécies
ornamentais como abacaxi ornamental (Ananas comousus) (CARVALHO et al., 2009; SANTOS
et al., 2009; SOUZA et al., 2010; DIAS et al., 2011; ARAUJO et al., 2012), anturio (PINHEIRO
et al.,, 2009) e orquideas (RAMOS; CARNEIRO, 2007; SOARES et al., 2010). Tal processo
também vem sendo utilizado com outras espécies, tais como batata (PING et al., 2010), Persea
americana (ESCOBEDO; ESCOBEDO, 2011) e Hypericum hookerianum (SOORIAMUTHU et
al., 2013).

2.6.2 Meio de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgdos vegetais
fornecem as substancias essenciais para o0 seu crescimento e desenvolvimento in vitro. As
mesmas Vias bioquimicas e metabolicas basicas que funcionam nas plantas ex vitro, sdo
conservadas também em material vegetal nas condi¢6es in vitro. Por isso 0s meios nutritivos se
baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificacdes
para atender as necessidades especificas de uma determinada espécie in vitro (CALDAS et al.,
1998). Desempenha diversas fungdes na manutencdo da sobrevida do explante em condicdes in
vitro, pois ao mesmo tempo em que serve de suporte fisico, proporciona os nutrientes necessarios
a sua sobrevivéncia (GEORGE, 1996).

Nessa perspectiva, 0s meios nutritivos e a sua composi¢do regem a importante fungéo
de conversdo dos explantes em propagulos, e destes em mudas. Muitos fatores encontram-se

envolvidos no desenvolvimento de um protocolo eficiente de regeneragéo, tais como: tipo de



28

meio bésico de cultura, seguido do suplemento de reguladores de crescimento, concentragdo de
sacarose, iluminacédo, fonte de explante, etc. (ZHANG et al, 2003). Se 0 meio nutritivo ndo for
adequado ou se vier a falhar em virtude de alguns de seus componentes, ndo se obtém sucesso na
obtencdo de plantas (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).

Os ingredientes utilizados tradicionalmente na composi¢do de um meio nutritivo s&o:
compostos inorganicos, como 0s macronutrientes (célcio, magnésio, enxofre, potassio, fésforo e
nitrogénio) e os micronutrientes (ferro, zinco, manganés, cobre, cloro, molibdénio e boro);
compostos organicos, como a sacarose e as vitaminas, e substancias complexas naturais, tais
como: hidrolisado de caseina, agua de coco, extrato de malte, extrato de levedura e banana
passada no liquidificador.

Existem varias formulacbes de meios nutritivos para a propagagdo in vitro de
orquideas, entre as quais se destacam: o meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962); o Knudson
C (KNUDSON, 1946) e o Vacin & Went (VACIN; WENT, 1949). A escolha por um desses
meios, em geral é baseada na literatura, na experiéncia com cada espécie vegetal ou na tentativa
empirica. Ademais, quando se tratar de requerimentos nutricionais especificos, eles vdo depender
da espécie ou das condicoes fisiologicas do explante (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).

A formulacdo MS de Murashige e Skoog (1962) é a mais utilizada para diferentes
processos de cultura de tecidos, incluindo a micropropagacéo, destacando-se por apresentar bons
resultados para diversas espécies e tipos de explantes. Modificacbes e diluicbes deste meio
também tém sido empregadas com sucesso (SILVEIRA et al., 2001). As variagdes mais
frequentes do meio basico estdo relacionadas a composicdo de macronutrientes e de
fitorreguladores, quanto ao efeito sobre o crescimento e o desenvolvimento dos explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

2.6.3 Luz

Em um laboratério de cultura de tecidos vegetais € importante cuidar da energia
irradiante para promover um bom desenvolvimento de culturas in vitro. Normalmente, lampadas
fluorescentes comuns sdo usadas como fontes luminosas. Elas sdo mais eficientes que as
lampadas incandescentes, embora sejam mais caras. Além disso, as lampadas fluorescentes
perdem menos energia em forma de calor (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).
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As culturas in vitro apresentam baixa taxa fotossintética e, assim, devem dispor de
uma fonte de carboidratos, normalmente na forma de sacarose. No entanto, essa caracteristica ndo
significa uma menor dependéncia de luz, j& que a mesma tem um papel importante na
morfogénese (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Segundo Ammirato (1986), a luz tem uma influéncia marcante no metabolismo das
células, exercendo um grande efeito morfogenético no desenvolvimento da planta in vitro.
Barrueto Cid (2001) cita a luz como um fator importante para a planta por envolver os processos
da fotossintese, fotomorfogénese e fototropismo. A luz promove o crescimento e
desenvolvimento das plantas, e trés fatores intrinsecos a ela devem ser considerados: qualidade
do comprimento de onda, quantidade da intensidade luminosa ou fluxo de fotons e duracdo do
fotoperiodo.

Assim a luz, atua como um sinal para induzir mudangas na planta, permitindo a
capturar eficiente da energia luminosa, transformando-a em carboidratos, proteinas e lipidios

necessarios ao seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.6.4 Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura, em concentragcdes
especificas, desempenham papel fundamental no crescimento e na morfogénese nas culturas in
vitro (PIERIK, 1990; FLORES et al., 1998). Esses fatores sdo regulados pela interacdo e pelo
balanco dos reguladores de crescimento existentes no meio de cultura, principalmente auxinas e
citocininas (GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

As citocininas sdo utilizadas para quebrar a dominancia apical dos brotos, e aumentar
a taxa de multiplicacdo celular. Ja as auxinas, apesar de ndo promoverem a proliferacdo de
brotacdes axilares, podem incrementar o crescimento da cultura pelo alongamento celular
(GRIMALDI et al., 2008).

Os reguladores de crescimento vegetais suprem as deficiéncias dos teores enddgenos
de hormdnios nos explantes, 0s quais se encontram isolados das regifes produtoras na planta-
matriz. George (1996) revela que o acido naftaleno acético (ANA) é a auxina mais utilizada em
meios de multiplicacdo, seguido pelo acido indolbutirico (AIB), porém, as concentracGes de

auxina sdo frequentemente mais baixas, quando comparadas com as das citocininas, mantendo
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um balanco entre auxina/citocinina menor do que um, pois concentragdes muito altas de auxina
podem inibir a multiplicagdo ou favorecer demasiadamente a formacéo do sistema radicular ou a
formacdo de calos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As citocininas quebram a
dominancia do meristema apical e induzem a proliferacdo de gemas axilares. Entretanto, diversas
combinagdes de citocinina com outros fitorreguladores s&o muito comuns para o ajuste dos
meios. Entre elas o BAP tem sido muito eficaz para promover a multiplicacdo de partes aéreas e
inducdo de gemas adventicias. A determinagdo do balango entre citocinina e auxina otimiza o
protocolo de micropropagacao, produzindo partes aéreas suficientemente alongadas, permitindo a
passagem direta destas da fase de alongamento para a de aclimatizacdo, e um maior equilibrio
entre o desenvolvimento entre a parte aérea e o sistema radicular (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

As auxinas, em seu significado etimoldgico, exprimem a ideia de crescimento, ou
seja, desencadeiam varios processos fisiologicos, entre os quais a formagdo do fruto
(PANDOLFINI et al., 2007). Além das suas fun¢es no crescimento e nos tropismos, as auxinas
participam na regulacdo da dominancia apical, da iniciacao das raizes laterais, da absciséo foliar,
da diferenciacdo vascular, da formacdo de gemas florais e da filotaxia. As auxinas promovem o
crescimento por alongamento, sobretudo pelo aumento da capacidade de extensdo da parede
celular (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Na cultura de tecidos, as auxinas sdo frequentemente usadas na inducéo de calos em
explantes e no enraizamento em brotos. Sdo exemplos de auxinas: acido indolacético (AlA);
acido indolbutirico (AIB); acido naftaleno acético (ANA); acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D); e &cido 4-amino-3,5,6-tricloro-picolinico (Picloram) (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).

Segundo Taiz e Zeiger (2013) embora as citocininas regulem muitos mecanismos
celulares, o controle da divisao celular é o processo central no crescimento e no desenvolvimento
vegetal, sendo considerado indicador para essa classe de reguladores de crescimento.

Entre as citocininas naturais encontram-se N-4-hidroxi-3-metilbut-2-enilaminopurina
(zeatina) e isopentenil adenina (IPA). Entre as citocininas sintéticas, destacam-se 6-
furfurilaminopurina (cinetina ou CIN) e BAP (6-benzilaminopurina) (BARRUETO CID;
TEIXEIRA, 2010). No entanto, entre as citocininas, o0 BAP € a que tem apresentado os melhores

resultados no estabelecimento in vitro de explantes (HU; WANG, 1983).
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CAPITULO 2 - ESTIOLAMENTO IN VITRO DE Cattleya labiata

RESUMO
As orquideas da espécie Cattleya labiata sdo epifitas, nativas do Nordeste Brasileiro e
encontram-se em risco de extingdo por conta da coleta predatdria e da destruicdo do seu habitat.
A cultura de tecidos vem sendo largamente empregada na multiplicacdo massiva dessa espécie.
Segmentos nodais estiolados sdao muito utilizados na micropropagacdo de vérias espécies de
plantas. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
ambientes de cultivo e de concentracdes de BAP (6-benzilaminopurina) e ANA (&cido naftaleno
acetico) no estiolamento in vitro de Cattleya labiata. Plantulas oriundas de sementes germinadas
in vitro, com aproximadamente + 1,0 cm de comprimento, foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 15,0 mL de meio de cultura MS, acrescido de diferentes concentragdes de BAP (0,0;
2,0 e 4,0 mg L), ANA (0,0; 1,0 e 2,0 mg L™) e ambientes de cultivo (sala de crescimento no
escuro e com 16 horas de luz artificial), em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (2 ambientes de cultivo x 3
doses de BAP x 3 doses de ANA). Ao final de 150 dias, foram realizadas as seguintes avaliagdes:
a) numero de brotos estiolados; b) numero de nds por broto estiolado; ¢) comprimento da
brotacdo principal (cm); d) nidmero de raizes; e, ) massa seca total (g). O nimero de brotos
estiolados e de nds por broto estiolado foi superior no ambiente escuro, independente do
fitorregulador utilizado. As maiores médias foram obtidas com a utilizagio de 4,0 mg L™ de BAP
e 1,0 mg L™ de ANA para nimero de brotos estiolados e de 2,0 mg L™ de ANA para nimero de
nos por broto estiolado, em auséncia de luz. A altura da brotacdo principal foi superior em
ambiente sob auséncia de luz, em contraste, 0 nimero de raizes e massa seca total das plantulas
foram superiores em ambiente luminoso, independente do regulador de crescimento adicionado
ao meio de cultivo. O estiolamento de plantulas dessa espécie mostra-se vantajosa na producéo de

brotos in vitro.

Palavras-chave: Orchidaceae, cultura de tecidos, presenca e auséncia de luz, 6-

benzilaminupurina, acido naftaleno acético.
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IN VITRO ETIOLATION OF Cattleya labiata

ABCTRACT
The orchids of the species Cattleya labiata are epiphytes, native of the Brazilian Northeast, and
are in danger of extinction because of predation and habitat destruction. Tissue culture has been
widely used in the mass multiplication of this species. Nodal etiolated segments are widely used
in micropropagation of several plant species. This study aimed to evaluate the influence of
different cultivation environments and concentrations of BAP (6-benzylaminopurine) and NAA
(naphthalene acetic acid) in vitro etiolation of the orchids Cattleya labiata. Seedlings grown from
seeds in vitro germinated with approximately + 1.0 cm in length were inoculated into test tubes
containing 15.0 mL of MS medium supplemented with different concentrations of BAP (0.0, 2.0
and 4, 0 mg L-1), NAA (0.0, 1.0 and 2.0 mg L-1) and culture environments (dark and 16 h
artificial lighted growth room) in a factorial 2 x 3 x 3 (2 environments x 3 doses of BAP x 3
doses of NAA). At the end of 150 days, the following evaluations were performed: a) etiolated
shoot number; b) number of nodes per etiolated shoot; c) length of the main shoot (cm); d) root
number, and e) total plant dry mass (g). The number of etiolated shoots and nodes per etiolated
shoot were higher in the environment in the absence of light, independent of the phytoregulator
used. The highest means were obtained with the use of 4.0 mg L™ of BAP and 1.0 mg L™ of
NAA for number of etiolated shoots and 2.0 mg L™ of NAA for number of nodes per etiolated
shoot in environment in the absence of light. The height of the main sprouting was superior in
environment in the absence of light, by contrast, root number and total plant dry mass of
seedlings were higher in luminous environment independent of the growth regulator added to the
culture medium. The etiolation of seedlings of this species appears to be advantageous in the

production of shoots in vitro.

Keywords: Orchidaceae, tissue culture, presence and absence of light, 6-benzylaminopurine,

naphthalene acetic acid.
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1 INTRODUCAO

As orquideas estdo entre as plantas ornamentais mais apreciadas e comercializadas no
mundo. Entretanto muitas espécies de orquideas vém sofrendo grande exploracdo antrdpica por
conta de seu elevado potencial econdmico e ornamental. Na natureza, a reproducéo dessas plantas
é realizada por meio de proliferacdo de mudas laterais ou da disseminagdo natural de sementes,
entretanto estes meios sdo lentos e muitas dessas espécies correm o risco de extingdo (COSTA et
al., 2013).

O género Cattleya é originario da América Tropical e Subtropical, na regido
compreendida entre 0 Mexico e o Brasil; engloba em torno de 70 espécies e diversos hibridos
naturais. As espécies desse género possuem habitos epifiticos, crescimento simpodial, flores com
trés sepalas e trés pétalas bem definidas, sendo que uma delas modificada em labelo (TAKANE
et al., 2010). Dentre essas especies destaca-se a Cattleya labiata, que é uma espécie nativa do
Nordeste brasileiro. Entretanto devido a acdo antropica representada principalmente pela coleta
predatoria e pela destruicdo de seu habitat, foi incluida, pelo Ministério do Meio Ambiente, na
lista de espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢do, juntamente com outras 33 orquidaceas
(BRASIL, 2008).

O aperfeicoamento de técnicas para o cultivo in vitro dessas espécies ameacadas € de
fundamental importancia para a domesticacdo, propagacdo massiva e introducdo de plantas em
seu habitat.

Considerando a dificuldade de multiplicacdo de orquideas via sementes, por conta da
demora e da necessidade da presenca de fungos micorrizicos (que fornecerdo elementos
nutritivos essenciais a plantula na germinacao) (CAMPOS, 2004), faz-se necessario a germinacao
e o cultivo in vitro.

Devido ao sucesso dessa aplicacdo pratica a micropropagacdo estad sendo cada vez
mais empregada para fins comerciais, uma vez que o setor comercial de flores e plantas
ornamentais vem demandando um grande numero de mudas uniformes e de alta qualidade
genética e fitossanitaria durante o ano todo (CARVALHO et al., 2013).

A aplicacdo dessas técnicas no cultivo de orquideas encontra-se amplamente
difundida entre os laboratérios de cultura de tecidos, em que a principal vantagem consiste na

producdo de mudas em quantidade e qualidade. Além disso, alcanca praticamente um valor de
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100% de sementes germinadas, sendo possivel a producdo de mudas livres de doencas e a
garantia da preservacao das caracteristicas da planta matriz (FARIA et al., 2012).

A cultura de tecidos requer a analise de alguns pardmetros, tais como explantes,
assepsia, meio nutritivo, luminosidade e outros, os quais sdo importantes na compreensdo do
trabalho in vitro (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).

A presenga ou auséncia de luz, sua qualidade e intensidade, bem como fatores
relacionados com o fotoperiodo séo extremamente importantes no desenvolvimento vegetal.

Na auséncia de luz, o estiolamento consiste no desenvolvimento de brotos geralmente
alongados e com coloracdo amarelada ou esbranquigada, por conta da auséncia do pigmento
fotossintético, a clorofila (HARTMANN; KESTER, 1990). Suzuki et al. (2004) afirmam que
orquideas da especie Catasetum fimbriatum apresentam estiolamento caulinar quando estioladas
in vitro, podendo os segmentos nodais oriundos desse processo serem utilizados para a
propagacao vegetativa.

O estiolamento tem sido usado com sucesso na micropropagacdo de outras espécies
ornamentais cultivadas. Em abacaxizeiro (Ananas comosus) var. ananassoides, Dias et al.
(2011b) obtiveram resultados satisfatérios, utilizando meio MS acrescido de 0,5 mg L™ de BAP
(6-benzilaminopurina), e 0s maiores brotos estiolados foram produzidos na auséncia de
reguladores de crescimento. Apos 60 dias de cultivo in vitro, na auséncia de luz, Pinheiro et al.
(2009) obtiveram bons resultados no nimero de brotos de antario (Anthurium andraeanum) var.
IAC Eidibel em meio MS. Esses pesquisadores verificaram ainda que a ndo adicdo das auxinas
AlA, AIB e ANA ao meio de cultura, foi mais adequada para a indugdo ao estiolamento in vitro
dessa variedade de anturio.

Diante da necessidade de se obter métodos alternativos para a propagacao de espécies
nativas ameacadas de extincdo e a escassez de estudos com a utilizacdo de reguladores de
crescimento no estiolamento in vitro, objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes ambientes de
cultivo e de concentracGes dos reguladores de crescimento BAP e ANA no estiolamento in vitro

de Cattleya labiata.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética
Vegetal da Embrapa Agroinddstria Tropical (CNPAT), em Fortaleza-CE, no periodo de maio a
outubro de 2013.

A espécie vegetal estudada foi a orquidea Cattleya labiata Lindl. O material vegetal
utilizado foram plantulas advindas de germinacdo in vitro de sementes oriundas de
autofecundacdo de um orquidario do municipio de Guaramiranga-CE. As sementes foram
germinadas em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™
de sacarose e solidificado com 5,5 g L™ de 4gar. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
antes da inclusdo do agar e, posteriormente, autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos.

Durante a germinacéo, as plantulas foram mantidas em camara de crescimento com
iluminacéo artificial fornecida por lampadas fluorescentes, intensidade luminosa de 30 pmol.m
’s1 fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 24 + 2 °C em meio MS até a instalacdo do
experimento. Para uniformizar o material vegetal fez-se, entdo, uma selecdo das plantulas mais
desenvolvidas, com aspecto vigoroso e com coloracdo verde escura, contendo de 3 a 4 folhas.
Essas, em camara de fluxo laminar, tiveram seu tamanho padronizado pelo corte da parte apical
(1,0 + 0,2cm), desprovidas de raizes, sendo inoculadas em tubos de ensaio (de dimens6es de 150
mm X 25 mm), contendo 15 mL de meio de cultura MS nas mesmas condi¢fes da fase de

germinacdo in vitro (Figura 1).

Figura 1 — Explante utilizado no estudo: plantula de Cattleya labiata Lindl. em tubo de ensaio contendo meio MS.
Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013Barra = 1,0cm.
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O ambiente de cultivo foi uma sala de crescimento com as mesmas condigdes da fase
de germinagdo in vitro. Para a indugdo do estiolamento, parte das plantulas foi mantida também
nessa sala de crescimento, mas sob auséncia de luz, mantendo-se a mesma temperatura.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes
por tratamento. Cada repeticdo consistiu em cinco tubos contendo um explante/tubo e analisado
em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (dois ambientes x trés doses de BAP x trés doses de ANA),
totalizando 72 parcelas e 18 tratamentos. A unidade experimental utilizada foi de um tubo de
ensaio com um explante. Os tratamentos foram constituidos pelo meio MS adicionado com trés
diferentes concentracdes de BAP (0,0; 2,0 e 4,0 mg L™); trés concentracdes de ANA (0,0; 1,0 e
2,0 mg L™) e dois ambientes de cultivo (presenca e auséncia de luz).

As avaliagdes foram realizadas ao final de 150 dias de cultivo in vitro, quando foram
avaliados: numero de brotos estiolados por explante, comprimento da brotacdo principal (cm),
namero de nos por broto estiolado, nimero de raizes e massa seca total (g).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando—se o programa
estatistico Sisvar® - Sistema de analise de variancia (FERREIRA, 2008) e as médias comparadas

pelo teste F, a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a concentracdo dos reguladores de crescimento, observa-se que todas as
varidveis foram significativas a 1% para o ambiente (AMB) e suas interagdes com 6-
benzilaminopurina (BAP) e com &cido naftaleno acético (ANA). Apenas a variavel comprimento
da brotacdo principal (CBP) diferenciou-se das demais doses da citocinina BAP e todas as
variaveis, com excecdo do numero de nés pro broto (NN/B), mostraram diferencas entre as doses
de ANA, notou-se ainda que ndo houve diferenca significativa na interacdo entre os reguladores
de crescimento BAP e ANA, nem na interacdo tripla com o fator ambiente em nenhuma das

varidveis analisadas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia e coeficientes de variacdo (CV) para ndmero de brotos estiolados por
explante (NB/E), nimero de nds por broto estiolado (NN/B), comprimento da brotacdo principal (CBP), em cm,
namero de raizes (NR) e massa seca total, em g (MST) das plantulas de Cattleya labiata cultivadas em diferentes
doses de BAP e ANA na presenca e auséncia de luz aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindistria
Tropical, Fortaleza-CE, 2013.

Fonte de variacéo GL oM

NB/E NN/B CBP NR MST
Ambiente (AMB) 1 9,58** 1296,81** 16,86** 742,00%* 0,0487**
BAP (BAP) 2 0,03"™ 0,26"™ 0,86* 0,03™ 0,0000™
ANA (ANA) 2 7,95** 0,30™ 1,04** 4,27%* 0,0046**
AMB x BAP 2 9,49** 1,25** 2,17*%* 1,61** 0,0018**
AMB x ANA 2 7,84** 1,26** 5,11** 4,24** 0,0028**
BAP x ANA 4 0,06" 0,27™ 0,20™ 0,12"™ 0,0000™
AMB x BAP x ANA 4 0,05"™ 0,32" 0,33™ 0,08™ 0,0000™

Residuo 54 0,48 0,36 0,18 0,30 0,0000

CV (%) 29,04 25,00 16,96 30,62 14,36

GL = Grau de liberdade; CV= Coeficiente de variacdo; QM= Quadrado médio; * e ** Significativo a 0,05 e a 0,01
de probabilidade, respectivamente; ™ - néo significativo pelo teste F

Apos o periodo de cultivo in vitro, observou-se que a grande maioria das plantulas
que estavam na condicdo de auséncia de luz mostravam caracteristicas tipicas de plantas
estioladas e aclorofiladas, como caules esbranquicados e translucidos, folhas pequenas, cujos
limbos ndo se expandiram, e maior distanciamento da regido dos entrends (Figura 2A). As
plantulas produziram brotacdes em suas bases ou a partir dos nds, sendo que estas brotacdes
também apresentavam o fenotipo de plantas estioladas comuns do processo de
escotomorfogénese. Taiz e Zeiger (2013) relatam que a ocorréncia dessas caracteristicas, em
plantas cultivadas no escuro, por um longo periodo, se deve a inibi¢cdo no desenvolvimento dos
pro-plastideos que, sem o estimulo luminoso, ao invés de se tornarem cloroplastos se
desenvolvem em estioplastos, 0s quais ndo sintetizam as enzimas e 0s pigmentos fotossintéticos
necessarios a maquinaria fotossintética.

As culturas que estavam nas salas de crescimento em ambiente com luz artificial
apresentaram um desenvolvimento fotossintético normal, observado pela coloracdo esverdeada,
quando comparadas as estioladas. N&o houve o crescimento de nos viaveis para a separa¢do, uma
Vez gque 0S mesmos se apresentavam muito curtos, nas plantulas cultivadas em luz artificial e

apenas novas folhas surgiram do explante inicial (Figura 2B).
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Figura 2 - Plantulas de Cattleya labiata Lindl. cultivadas em auséncia de luz (A) e na presenca de luz (B), aos 150
dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013. Foto: Anderson Rodrigues. Barras =
1,0cm.

O numero de brotos estiolados foi superior na maioria das concentracGes dos
reguladores de crescimento nos explantes desenvolvidos em ambiente escuro (Tabela 2A).
Analisando-se 0 ambiente de cultivo na presenca de luz, ndo houve diferenca para as
concentracdes de ANA; entretanto, observou-se significancia para as concentraces de BAP, e a
dosagem de 2,0 mg L™ ao meio de cultura mostrou-se benéfica, obtendo-se em média 2,11
brotos. Em relacdo ao ambiente de cultivo na auséncia de luz, para o fator BAP, a utilizacdo de
4,0 mg L™ proporcionou o maior nimero de brotos (2,36), ja para o fator ANA maiores

resultados foram obtidos com 1,0 mg L™ (2,51 brotos) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero de brotos estiolados por explante, nimero de nds por broto estiolado e comprimento da brotacgao
principal em Cattleya labiata em diferentes ambientes de cultivo (presenca e auséncia de luz) sob a influéncia de
concentragdes de BAP e ANA, aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE,
2013.

(A) Numero de brotos estiolados por explante

BAP (mg L™ ANA (mg L™
Ambiente Médias Meédias
0 2 4 0 1 2
Luz 1,64bB  2,11aA  1,38bB 1,71B 1,74aB 1,77aB 1,68aB 1,73B
Escuro 2,21aA  197aB  2,36aA 2,18A 1,97bA 2,51aA 2,28aA 2,25A
Médias 1,93b 2,04a 1,87b 1,86b 2,14a 1,98a
(B) Numero de nés por broto estiolado
Ambiente BAP (g L) Médias ANA (mg L) Meédias
0 2 4 0 1 2
Luz 0,00aB  0,00aB  0,00aB 0,00B 0,00aB 0,00aB 0,00aB 0,00B
Escuro 3,98aA  3,79bA  3,93aA 3,90A 3,82bA 3,74bA 3,97aA 3,84A
Médias 1,99 1,90b 1,97a 1,91b 1,87b 1,99a
(C) Comprimento da brotagéo principal (cm)
Ambiente BAP (g L) Médias ANA (mg L) Médias
0 2 4 0 1 2
Luz 1,90aB 1,97aB  1,86aB 1,91B 1,87aA  1,84abB  1,68bB 1,80B
Escuro 2,65aA  2,16bA  2,22bA  2,34A 1,96bA  2,09bA  2,64aA  2,23A
Médias 2,20a 2,06b 2,05b 1,92b 1,97b 2,16a

Médias seguidas por letras distintas, minascula na horizontal e maidscula na vertical, dentro de cada variavel,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O aumento da concentracdo de BAP no meio de cultura ndo foi vantajoso para a
obtencdo de brotacGes de Cattleya labiata. Ramos e Carneiro (2007) e Soares et al. (2010), os
quais trabalhando com Cattleya x mesquitae e Laelia crispata, respectivamente, obtiveram
aumento de brotacBes na auséncia de BAP. Suzuki et al. (2004) constataram que o nivel
enddgeno de citocininas em ambiente na auséncia de luz é maior do que em ambiente na presenca
de luz em Cattleya fimbriatum. Esse fendmeno também pode ter ocorrido com os explantes
utilizados de Cattleya labiata cultivados em ambiente escuro. Pode ter ocorrido aumento
excessivo do nivel endogeno dessa citocinina resultante da adi¢cdo do BAP no meio de cultura. A
adicdo de ANA no meio de cultura, no escuro, mostrou-se vantajosa para uma boa producédo de

brotos nos explantes, pois possivelmente proporcionou uma relagdo auxina/citocinina que
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direcionou o metabolismo vegetal para a producdo de brotagBes ao invés de crescimento. A
adicdo de BAP também proporcionou um aumento no numero de brotos estiolados, quando
utilizada na menor concentraco, de 2,0 mg L™ em ambiente na presenca de luz.

No niimero de nés por broto estiolado, a adi¢cdo de 2,0 mg L™ de ANA ao meio de
cultura na auséncia de luz proporcionou um significativo aumento desta variavel (Tabela 2B). Na
micropropagacdo de Cattleya x mesquita, Ramos e Carneiro (2007) obtiveram uma média de 3,72
nos/broto nessas mesmas condicdes com 2,0 mg L™ de ANA e no escuro. Nem todos os nos
produzidos nos explantes apresentavam brotacbes, 0 que leva a crer que, se houvesse a
continuidade do cultivo in vitro em auséncia de luz, as gemas axilares presentes nos nos
provavelmente originariam brotagdes, tornando-se novas fontes de explantes.

No presente trabalho as maiores produgdes de nés com o uso de BAP foram obtidas
com a dose de 4,0 mg L™ e na sua auséncia (0,0 mg L™), produzindo respectivamente 3,93 e 3,98
nos/broto. Estes resultados corroboram parcialmente com os obtidos por Soares et al. (2010), em
gue na auséncia da citocinina BAP observou-se a maior producdo média de nés/broto (7,31) em
Laelia crispata. A ndo adicdo de reguladores de crescimento para a caracteristica em questao
mostra-se vantajosa na diminuicdo dos custos de produgdo, para obtencdo de mudas
micropropagadas. Ainda em relacdo ao nimero de nos por broto estiolado é interessante verificar
que na luz, os brotos estiolados ndo apresentaram nds, mesmo com a adicdo de BAP e de ANA
ao meio de cultura.

O comprimento da brotacdo principal das plantulas variou entre ambientes em cada
um dos reguladores de crescimento, e a altura foi maior no ambiente com auséncia de luz (Tabela
2C). Observa-se que 0 BAP ocasiona um efeito negativo se comparado com o meio sem a adicao
dessa citocinina no escuro, o que foi representado pela queda nos valores médios do comprimento
a medida que a concentracdo desse regulador de crescimento se eleva. Para o fator ANA,
observou-se efeito positivo no aumento da concentracdo dessa auxina no meio de cultura em
ambiente escuro, obtendo-se, com a dose de 2,0 mg L™, em média 2,64 cm de comprimento.

O comportamento observado para 0 comprimento das brotacfes pode ser atribuido a
capacidade que as citocininas possuem em modificar a dominancia apical e promover o
crescimento das gemas laterais (TAIZ; ZEIGER, 2013). Mok et al., (2000) comentaram que,
acrescentando o BAP, ocorre quebrar na dominancia apical, favorecendo a emissdo de novas

brotagdes.
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Estudos feitos por Dias et al. (2011a) demonstraram que o incremento de BAP no
meio de cultura causou reducdo no comprimento das brotacbes de Ananas comosus var.
ananassoides, fato esse também observado neste trabalho, em que a adigdo de BAP proporcionou
uma diminuigdo no comprimento das brotagdes em ambiente sob auséncia de luz. O efeito da
adicdo de ANA mostrou resultados contrarios, constatado pelo maior comprimento das brotacdes
com o aumento das dosagens em ambiente sob auséncia de luz.

Por outro lado, ndo se observou diferengas na utilizacdo de distintas concentracdes de
BAP no meio de cultura em ambiente luminoso e 0 aumento nas doses de ANA ndo foi vantajoso
para 0 crescimento, na presenca de luz, produzindo menor nimero de nés. Moreira et al (2003)
afirmam que o comprimento da brotagdo principal € uma variavel importante, uma vez que ela
estd diretamente relacionada com o nimero de nds que serdo formados nas novas brotacdes,
quando forem colocadas em ambiente luminoso.

Suzuki et al. (2004) obtiveram mudas de maior tamanho de Catasetum fimbriatum,
quando estas foram mantidas sob auséncia de luz em detrimento ao ambiente luminoso,
independentemente dos reguladores de crescimento e das dosagens utilizadas.

Em relacdo ao nimero de raizes, a interacdo entre doses de ANA e o ambiente foi
significativa pelo teste F (Tabela 3). O maior nimero de raizes foi obtido na interacdo 2,0 mg L™
de ANA em ambiente com presenca de luz, com uma producdo média de 3,32 raizes, enquanto

gue em ambiente escuro e com a mesma dose da auxina, a producdo média foi de 1,26 raizes.
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Tabela 3 — NUmero de raizes e massa seca total em Cattleya labiata em diferentes ambientes de cultivo (presenca e
auséncia de luz) sob a influéncia de concentragdes de BAP e ANA aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013.

(A) NUmero de raizes

BAP (mg L™ ANA (mg L™
Ambiente Médias Médias
0 2 4 0 1 2
Luz 2,42aA 2,35aA 2,17bA 2,31A 2,44bA 2,98abA 3,32aA 2,91A

Escuro 0,34aB 0,45aB 0,38aB 0,39B 0,79bB 0,85bB 1,26aB 0,97B

Médias 1,38a 1,40a 1,28b 1,62¢ 1,92b 2,29a
(B) Massa seca total (g)
BAP (mg L™ ANA (mg L*
Ambiente (mg L) Médias (mgLo) Médias
0 2 4 0 1 2

Luz 0,023cA  0,031bA 0,041aA 0,032A 0,018bA 0,036aA  0,039aA 0,031A
Escuro 0,008aB  0,009aB  0,008aB  0,008B 0,007aB  0,008aB  0,009aB  0,008B
Médias 0,016¢c 0,020b 0,025a 0,013b 0,022a 0,024a

Médias seguidas por letras distintas, minascula na horizontal e maiulscula na vertical, dentro de cada variavel,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Na micropropagacdo de Ananas comosus, Piza et al. (2001) constataram que 0 meio
de cultura adicionado com a concentracdo de 2,0 mg L™ de ANA mostrou-se favoravel no
enraizamento desta espécie.

A concentracdo normalmente utilizada de ANA nas diferentes espécies vegetais é
abaixo de 0,5 mg L™?, entretanto podem haver divergéncia entre os resultados dos trabalhos
devido as diferencas genéticas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Isto se deve ao fato de
que as espécies vegetais respondem de maneira diferenciada a aplicacdo de reguladores de
crescimento em funcdo do teor enddgeno de auxina/citocinina (DIAS et al., 2011b).

Em relacdo ao numero de raizes: ambos os controles demonstraram que a luz
favorece ao enraizamento in vitro em Cattleya labiata. Na presenca de luz, a maior concentracao
de BAP testada, teve efeito negativo no nimero de raizes formadas. J& nessas mesmas condicoes,
a adicdo de ANA ao meio de cultura favoreceu maior rizogénese.

As auxinas e as citocininas possuem efeitos contrarios na rizogenese das culturas in
vitro em ambientes na presenca de luz, enquanto uma maior concentracdo de auxinas favorece a

formac&o das raizes, uma maior concentracdo de citocininas inibe-a (LEMOS, 2010).
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A massa seca total apresentou diferencas significativas entre os fatores das interacGes
entre doses de BAP x Ambiente e doses de ANA x Ambiente, onde os melhores acréscimos de
massa seca foram observados nos tratamentos que continham a maior concentragcdo dos
reguladores de crescimento em ambiente luminoso. As doses de 4,0 mg L™ de BAP e de 2,0 mg
L de ANA promoveram um incremento na biomassa de 0,041g e 0,039g, respectivamente
(Tabela 3B).

Scheidt et al. (2009), que avaliando o incremento de massa seca total de Oncidium
leuchochilum no meio nutritivo MS contendo 1,0 mg L™ de BAP e 0,25 mg L™ de ANA em
ambiente na presenca de luz, obteve plantulas com média de 0,459 de massa seca total.

Souto et al. (2010), que estudando os efeitos do é&cido naftaleno acético no
desenvolvimento in vitro de Cattleya bicolor obteve médias aproximadas de 0,025g de massa
seca nas plantulas desta espécie com o uso de 2,0 mg L™ de ANA.

Mitra e Bose (1991) afirmam que as espécies e variedades apresentam respostas
variadas e diferenciadas entre si com relacdo a utilizacao de reguladores de crescimento.

As plantulas cultivadas em ambiente na presenca de luz apresentaram médias
superiores de massa seca total em todas as concentracOes, independendo do regulador de
crescimento, se comparadas com as cultivadas no escuro.

N&o houve aumento da massa das mudas com a adicdo tanto de BAP quanto de ANA,
ao meio de cultura, quando as culturas foram desenvolvidas em ambiente na auséncia de luz. J& o
contrario foi constatado nas culturas mantidas sob a luz, tanto a adicdo de BAP quanto de ANA,
ao meio de cultura, promoveram aumento na massa seca das mudas.

Essas observacdo ressaltam o papel essencial do processo fotossintético na obtencéo
de energia e na formacdo de esqueletos de carbono necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2013), enquanto que o estiolamento consiste num
mecanismo evolutivo em que a energia contida nos tecidos vegetais da planta é utilizada no
alongamento como uma estratégia adaptativa na busca pela luz (KERBAUY; CHAER, 2011). No
primeiro processo ocorre o crescimento vegetal de forma organizada de todos os 6rgdos em
largura e comprimento, enquanto que no estiolamento o crescimento do caule em comprimento é
prioritario em detrimento da largura e as folhas sdo pequenas e pouco desenvolvidas resultando
em uma menor quantidade de massa seca se comparada com as plantulas cultivadas em ambiente

luminoso.
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4 CONCLUSOES

O numero de n6s obtidos por meio do estiolamento de segmento nodais de plantulas é
vantajoso para a producédo de brotos in vitro de orquideas da espécie Cattleya labiata.

O numero de brotos estiolados em plantulas de Cattleya labiata foi superior no
ambiente em auséncia de luz, com a utilizacdo de 4,0 mg L™ de BAP e em sua auséncia (0,0 mg
L) ecomousode1,0mgL™ede20mgL™de ANA.

A adicdo de ANA, ao meio de cultura, € importante para a inducao ao estiolamento in
vitro de segmentos caulinares de orquidea (Cattleya labiata) visto que proporcionou os melhores

valores para nimero de nds, comprimento da brotacdo principal e nimero de raizes.

A adicdo de 4,0 mg L de BAP e 2,0 mg L™ de ANA, ao meio de cultura, incrementa
de massa seca no cultivo in vitro de orquidea (Cattleya labiata), quando as culturas se

desenvolvem na luz.
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CAPITULO 3 - ESTIOLAMENTO IN VITRO DE Phalaenopsis sp.

RESUMO
O género Phalaenopsis esté entre as orquideas mais populares, abrangendo plantas epifitas muito
duraveis e originarias das regides tropicais e subtropicais do planeta. Sua propagacdo comercial
se d& por cultura de tecidos e o desafio atual consiste na redugdo de custos de producdo em larga
escala a partir de diferentes técnicas de cultivo in vitro. O estiolamento in vitro permite a
obtencdo de segmentos nodais em muitas espécies de plantas. Em razdo disso, este trabalho teve
como objetivo avaliar a influéncia de diferentes ambientes de cultivo e de concentragdes de BAP
(6-benzilaminopurina) e ANA (acido naftaleno acético) no estiolamento in vitro de Phalaenopsis
sp. Plantulas oriundas de sementes germinadas in vitro com aproximadamente + 1,0 cm de
comprimento foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 15,0 mL de meio de cultura MS,
acrescido de diferentes concentragdes de BAP (0,0; 2,0 e 4,0 mg L™), ANA (0,0; 1,0e2,0 mg L’
1) e ambientes de cultivo (sala de crescimento no escuro e com 16 horas de luz artificial), em
esquema fatorial 2 x 3 x 3 (2 ambientes de cultivo x 3 doses de BAP x 3 doses de ANA). Ao final
de 150 dias, foram realizadas as seguintes avalia¢cdes: a) nimero de brotos estiolados; b) nimero
de nds por broto estiolado; ¢) comprimento da brotacdo principal (cm); d) nimero de raizes e, €)
massa seca total (g). O numero de brotos estiolados foi maior em ambiente luminoso e com o0 uso
de 2,0 mg L™ e 4,0 mg L™ de BAP. O niimero de nds por broto estiolado foi superior no ambiente
em auséncia de luz independente da concentracdo de ANA utilizada. A espécie apresentou maior
nimero de nés por broto estiolado com a utilizagdo de 1,0 mg L™ e 2,0 mg L™ de ANA.
Diferencas foram observadas para a altura da brotacdo principal, que foi superior em ambiente
escuro e, em contraste, 0 nimero de raizes e a massa seca total das culturas foram superiores em
ambiente luminoso. O estiolamento de plantulas mostra-se relevante na producéo de brotacées in

vitro desse género.

Palavras-chave: Orchidaceae, cultura de tecidos, presenca e auséncia de luz, 6-

benzilaminopurina, acido naftaleno acético.
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IN VITRO ETIOLATION OF Phalaenopsis sp.

ABSTRACT
The genus Phalaenopsis is among the most popular orchids, covering epiphytes plants very
durable and originating in tropical and subtropical regions of the planet. Its commercial
propagation occurs by tissue culture and the current challenge is to reduce costs of large-scale
production from different techniques of in vitro culture. The in vitro etiolation allows obtaining
of nodal segments in many plant species. For this reason, this study aimed to evaluate the
influence of different cultivation environments and concentrations of BAP (6-
benzylaminopurine) and NAA (naphthalene acetic acid) in vitro etiolation of the orchids
Phalaenopsis sp. Seedlings grown from seeds in vitro germinated with approximately + 1.0 cm in
length were inoculated into test tubes containing 15.0 mL of MS medium supplemented with
different concentrations of BAP (0.0, 2.0 and 4, 0 mg L-1), NAA (0.0, 1.0 and 2.0 mg L-1) and
culture environments (dark and 16 h artificial lighted growth room) in a factorial 2 x 3 x 3 (2
environments x 3 doses of BAP x 3 doses of NAA). At the end of 150 days, the following
evaluations were performed: a) etiolated shoot number; b) number of nodes per etiolated shoot; c)
length of the main shoot (cm); d) root number, and e) total plant dry mass (g). The number of
etiolated shoots was higher in lighted environment and using 2.0 mg L™ and 4.0 mg L™ of BAP.
The number of nodes per etiolated shoot was higher in environment in the absence of light
independent of the concentration of NAA used. The species showed a higher number of nodes
per etiolated shoot with the use of 1.0 mg L™ and 2.0 mg L™ of NAA. Differences were observed
for the height of the main shoot, which was higher in environment in the absence of light, and in
contrast, root number and total plant dry weight were superior in luminous environment. The

seedlings etiolation shows to be relevant in producing in vitro shoot this genre.

Keywords: Orchidaceae, tissue culture, presence and absence of light, 6-benzylaminopurine,

naphthalene acetic acid.
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1 INTRODUCAO

As orquideas apresentam um lento desenvolvimento, o que requer um maior periodo
de cultivo antes de irem para a comercializacdo se comparado as outras espécies de plantas
ornamentais. Tal fato também contribui para o elevado valor unitério dessas plantas no mercado,
0 que tem despertado o interesse dos produtores em reduzir o tempo para a formacdo de mudas de
orquideas, visando a diminui¢do dos custos de producdo (VICHIATO et al., 2007).

As espécies do género Phalaenopsis sdo plantas originarias dos trépicos e
subtrdpicos, sendo atualmente muito populares entre as orquideas devido ao fato de seu ciclo de
producdo ser relativamente curto se comparado com outras espécies de orquideas e, além da
longa durabilidade de suas flores. Apresentam grande variedade de cores, formatos e tamanhos,
conferindo a esta espécie ornamental um alto potencial comercial (LEE; GERALD, 2011).

As orquideas sdo propagadas tanto por via sexuada quanto assexuada. Os métodos
convencionais de propagacdo apresentam baixo rendimento, ja o cultivo in vitro de células e
tecidos tem sido uma excelente alternativa a ser empregada para a propagacdo das orquideas.
Dentre as vantagens estdo a multiplicacdo rapida e eficiente para a obtencdo de um grande
namero de plantas com alta qualidade fitossanitaria em pequenos espacos e em curto periodo de
tempo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dessa forma, a cultura in vitro de células e tecidos de orquidaceas supre de forma
satisfatoria a demanda do mercado consumidor e também atua como um poderoso instrumento de
preservacdo do meio ambiente, por diminuir a extracdo dessas plantas na natureza, sendo,
portanto uma importante ferramenta na producéo de mudas (FARIA et al, 2012).

Considerando a dificuldade na multiplicacdo sexuada das orquideas de forma natural,
devido a dependéncia de fungos simbidticos, faz-se necessaria a germinacdo in vitro de suas
sementes (GIMENES, 2013).

Existem muitas variaveis que podem ser ajustadas, na cultura de tecidos, para a
obtencdo de um maior nimero de mudas, como o nimero de brotos ou nimero de nds. O sucesso
na pratica da cultura de tecidos se deve ao requerimento nutricional das células e tecidos, o tipo
de explante, 0 genotipo, o processo de aclimatizagdo e as condigdes ambientais (FARIA et al.,
2002).
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Dentre as condi¢des de cultivo, a presenca ou auséncia de luz, sua qualidade e
intensidade, bem como o fotoperiodo sdo de extrema importancia no desenvolvimento vegetal ao
longo do ano, pois propiciam informacBes ambientais e climaticas importantes a planta (VON
ARNIN; DENG, 1998).

A auséncia de luz promove o desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses, 0
que acarreta no processo de estiolamento, geralmente produzindo plantas alongadas e com
coloracdo amarela ou branca, por conta da falta do pigmento clorofila (HARTMANN; KESTER,
1990). O aumento da suculéncia também é uma caracteristica geralmente observada em culturas
estioladas (MAYNARD; BASSUK, 1996). Além disso, esse método apresenta um maior
distanciamento entre os entrends, proporcionando um aumento no ndmero de brotacdes por
explante (PRAXEDES et al., 2001).

Dentre os grupos de reguladores de crescimento empregados na cultura de tecidos,
destacam-se as auxinas e as citocininas (CALDAS et al., 1998). A auxina é a classe de
reguladores de crescimento vegetal relacionada com a estimulacdo da expansdo celular e
principalmente inducdo do enraizamento em segmentos de plantas, enquanto o papel das
citocininas esta na promoc¢do da divisdo celular (PASQUAL, 2004) e sdo indispensaveis nha
quebra da dominancia apical e na proliferacdo de gemas axilares (BARRUETO CID; TEIXEIRA,
2010).

O efeito das citocininas € mais pronunciado no cultivo in vitro quando séo utilizadas
juntamente com auxinas (PASQUAL, 2001). Dentre as auxinas sintéticas, o acido naftaleno
acetico (ANA) é o mais utilizado, e dentre as citocininas, o 6-benzilaminopurina (BAP) é o que
geralmente apresenta melhores resultados (PASQUAL et al., 2008).

Diante da crescente demanda por flores e plantas ornamentais tropicais e da escassez
de estudos com a utilizacdo de reguladores de crescimento no estiolamento in vitro de orquideas,
objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes ambientes de cultivo e de concentracdo dos

reguladores de crescimento BAP e ANA no estiolamento in vitro de Phalaenopsis sp.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Genética
Vegetal da Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT), em Fortaleza-CE, no periodo de maio a
outubro de 2013.

O género vegetal estudado foi o Phalaenopsis sp. (Figura 1). A planta, oriunda do
Orquidério da Universidade Federal do Ceard, a partir da qual foram retiradas as cépsulas,
possuia inflorescéncias brancas com labelo levemente alaranjado, crescimento monopodial e

altura média de 55 cm com folhas ovaladas e suculentas.

Figura 1 - Aspectos da flor de Phalaenopsis sp., espécie usada no estudo. Foto: Roberto Jun Takane.

Durante a germinacéo, as plantulas foram mantidas em camara de crescimento com
iluminacdo artificial fornecida por lampadas fluorescentes, intensidade luminosa de 30 pmol.m’
25, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 24 + 2 °C no meio MS até a instalacio do
experimento. Para uniformizar o material vegetal fez-se, entdo, uma selecdo das plantulas mais
desenvolvidas, com aspecto vigoroso e com coloragdo verde escura, contendo de 3 a 4 folhas.
Essas, em camara de fluxo laminar, tiveram seu tamanho padronizado pelo corte da parte apical

(1,0 + 0,2cm), desprovidas de raizes, sendo inoculadas em tubos de ensaio (de dimens6es de 150
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mm X 25 mm), contendo 15 mL de meio de cultura MS nas mesmas condi¢Oes da fase de
germinacao in vitro (Figura 1).

O ambiente de cultivo foi uma sala de crescimento com as mesmas condicoes a fase
de germinagdo in vitro. Para a inducdo do estiolamento, parte das plantulas foi mantida também
nessa sala de crescimento, mas sob auséncia de luz, mantendo-se a mesma temperatura.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes
por tratamento. Cada repeticdo consistiu em cinco tubos contendo um explante/tubo e analisado
em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (dois ambientes x trés doses de BAP x trés doses de ANA),
totalizando 72 parcelas e 18 tratamentos. A unidade experimental utilizada foi de um tubo de
ensaio com um explante. Os tratamentos foram constituidos pelo meio MS adicionado com trés
diferentes concentracdes de BAP (0,0; 2,0 e 4,0 mg L™); trés concentracdes de ANA (0,0; 1,0 e
2,0 mg L™) e dois ambientes de cultivo (presenca e auséncia de luz).

As avaliagdes foram realizadas ao final de 150 dias de cultivo in vitro, quando foram
avaliados: numero de brotos estiolados por explante, comprimento da brotacao principal (cm),
namero de nos por broto estiolado, nimero de raizes e massa seca total (g).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando—se o programa
estatistico Sisvar® - Sistema de analise de variancia (FERREIRA, 2008) e as médias comparadas

pelo teste F, a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise de variancia, observa-se que todas as variaveis foram altamente
significativas para o fator Ambiente (Tabela 1). A variavel nimero de brotos estiolados por
explante (NB/E) foi altamente significativa para a interacdo entre Ambiente e 6-
benzilmaminopurina (BAP); e nimero de nds por broto estiolado (NN/B) foi significativa para a
interacdo Ambiente e ANA. Apenas a varidvel nimero de raizes (NR) mostrou-se altamente
significativa para a interacdo entre as doses de BAP e de acido naftaleno acético (ANA). Todas as
variaveis, com exce¢do de comprimento da brotacdo principal (CBP) e massa seca total (MST),
mostraram diferencas significativas entre as doses de BAP. A andlise mostra ainda que ndo houve
diferenca significativa na interacdo tripla entre os fatores Ambiente, dose de BAP e doses de
ANA.
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia e coeficientes de variagdo (CV) para nimero de brotos estiolado por
explante (NB/E), nimero de nés por broto estiolado (NN/B), comprimento da brotagdo principal (CBP), nimero de
raizes (NR) e massa seca total (MST) das plantulas de Phalaenopsis sp. cultivadas em diferentes doses de BAP e
ANA na presenca e auséncia de luz aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE,
2013.

Fonte de variacéo GL oM

NB/E NN/B CBP NR MST
Ambiente (AMB) 1 7,45%* 18,13** 52,26** 3,56** 0,0013**
BAP (BAP) 2 12,21** 8,02* 0,09ns 5,89** 0,0000ns
ANA (ANA) 2 1,18ns 0,07ns 0,01ns 0,03ns 0,0000ns
AMB x BAP 2 5,48** 2,58ns 0,09ns 0,07ns 0,0000ns
AMB x ANA 2 2,07ns 6,35* 0,07ns 3,26ns 0,0000ns
BAP x ANA 4 6,22ns 2,56ns 0,08ns 0,87** 0,0000ns
AMB x BAP x ANA 4 5,56ns 0,49ns 0,06ns 0,41ns 0,0000ns

Residuo 54 0,71 1,95 0,08 0,19 0,0000

CV (%) 28,48 30,41 14,27 23,89 22,21

GL = Grau de liberdade; CV= Coeficiente de variacdo; QM= Quadrado médio; * e ** Significativo a 0,05 e a 0,01
de probabilidade, respectivamente; ™ - néo significativo pelo teste F

Decorridos cento e cinquenta dias do cultivo in vitro, verificou-se que as plantulas
cultivadas em ambiente com auséncia de luz exibiam o caule alongado, esbranquicado e
translicido com a formacédo de nds, entrenods e folhas bastante reduzidas (Figura 2A). Em cada
um dos tratamentos surgiram novos brotos a partir da base ou dos noés, os quais também se
apresentavam estiolados. George (1993a) afirma que no escuro, as plantas estioladas investem
mais energia no alongamento rapido da parte aérea em detrimento da expansdo foliar e da
formacdo do sistema fotossintético. Essas caracteristicas podem ser revertidas quando as
plantulas sdo colocadas em ambiente na presenca de luz, como verificado por Ramos e Carneiro
(2007), que estudando estiolamento in vitro de Cattleya x mesquitae, observaram que as culturas
estioladas readquiriram as caracteristicas de expansao, coloracdo esverdeada e o desenvolvimento
normal quando retornaram as condicGes de luminosidade.

No ambiente na presenca de luz, as plantulas apresentaram desenvolvimento
fotossintético normal se comparadas as mantidas no escuro, devido a falta de clorofila. Néo

houve formacédo de nds e folhas pequenas surgiram do explante inicial (Figura 2B).
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Figura 2 - Plantulas de Phalaenopsis sp. cultivadas em auséncia de luz (A) e na presenca de luz (B), aos 150 dias
apos o cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013. Foto: Anderson Rodrigues. Barras =
1,0 cm.

O ndmero de brotos estiolados por explante de Phalaenopsis sp. foi superior em
condigdes de luminosidade, com o acréscimo de 2,0 mg L™ de BAP no meio de cultivo mostrou-
se vantajoso com uma producdo média de 2,67 brotos por explante, ndo diferindo da
concentracdo de 4,0 mg L™ de BAP, que apresentou uma média de 2,54 brotos/explante (Tabela
2A).

Tabela 2 - NUmero de brotos estiolados por explante e nimero de n6s por broto estiolado em Phalaenopsis sp. em
diferentes ambientes de cultivo (presenca e auséncia de luz) sob a influéncia de concentraces de BAP e ANA,
respectivamente, aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013.

(A)Numero de brotos/explante (B) NUmero de nos/ broto
_ BAP (mg L™) _ ANA (mg L™) _
Ambiente Médias Médias
0 2 4 0 1 2

Luz 2,21bA  2,67aA 2,54aA 247A 0,00aB 0,00aB  0,00aB 0,00B
Escuro 1,93bB 2,19abB 2,39aA 2,17B  3,58bA 3,89aA 4,02aA  3,83A
Medias 2,07b 2,43a 2,47a 1,79b 1,95a 2,01a

Médias seguidas por letras distintas, minGscula na horizontal e mailscula na vertical, dentro de cada varidvel,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Soares et al. (2010), que estudando o hibrido de orquidea [(Laeliacattleya Culminant
“Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x Bassolaelia Cattleya Startifire Moon Beach]
obtiveram maior producdo de brotos em condicGes de auséncia de luminosidade, nas mesmas
concentracdes de BAP testadas no presente trabalho, obtendo uma produgdo média de 2,86 brotos
na concentragdo de 4,0 mg L™.

Segundo Suzuki et al. (2004) essas diferencas na capacidade proliferativa das
diferentes espécies, em diferentes ambientes, pode estar associada a especificidade entre os
gendtipo e as concentragdes de BAP. Por isso é importante o estudo das exigéncias fisioldgicas
de cada espécie, visando adequar o tipo de regulador de crescimento e sua melhor concentracédo a
ser adicionado ao meio para cada genotipo.

O acrescimo da auxina sintética ANA, independente da concentragdo, no meio de
cultura, em auséncia de luz, proporcionou um aumento para nimero de nos por broto (Tabela
2B). Kerbauy (2011) afirma que apices caulinares e gemas laterais possuem atividade
meristematica apical indefinida, quando incubados no escuro, permitindo a formacao continua de
nos e entrenos. Tal fato possibilita a formacdo de plantas diretamente das gemas laterais sem a
passagem pela fase de calo, o que evita lesdes na zona regenerativa, diminuindo o risco de
ocorréncias de variacBes genéticas de natureza desconhecida, as chamadas variacdes somaclonais
(KISS et al., 1995).

Na auséncia de luz, a melhor média (4,02) foi obtida com o uso da concentracdo de
2,0 mg L™ de ANA, ndo diferindo da concentracdo de 1,0 mg L™, com média de 3,89 nds/broto.
Na micropropagacdo da orquidea Laelia crispata, Soares et al. (2010) obtiveram os melhores
resultados com a concentragéo de 2,0 mg L™ de ANA em ambiente escuro. Carvalho et al. (2005)
obtiveram melhores resultados com abacaxi ornamental (Ananas comosus var. bracteatus) sem a
adicdo de auxinas no meio de cultura. Essas respostas distintas podem estar relacionadas com as
diferencas na sensibilidade as auxinas das diversas espécies que ocorrem com a separacdo dos
nos pelo estiolamento (GEORGE, 1993b).

Os maiores comprimentos da brotacdo principal foram observados em ambiente na
auséncia deluz, atingindo média de 1,93 cm, enquanto que na luz esse valor foi de 1,21 cm
(Tabela 3).

Soares et al. (2010) verificou em Laelia crispata e no hibrido [(Laeliacattleya

Culminant “Tuilerie” x Laeliacattleya Sons Atout Rotunda) x Bassolaelia Cattleya Startifire
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Moon Beach], que o crescimento em ambiente na auséncia de luz foi maior que na auséncia de
luz. A diferenca do crescimento entre ambientes diferentes é reflexo do processo de estiolamento,
no qual a planta parece interagir na manutencédo e controle da atividade de diviséo celular nos
caules em diferentes condigdes de luminosidade (KERBAUY, 2011).

Tabela 3 — Comprimento da brotacdo principal, nimero de raizes e massa seca total em Phalaenopsis sp. em
diferentes ambientes de cultivo (presenca e auséncia de luz), aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria
Tropical, Fortaleza-CE, 2013.

Comprimento da brotacédo

Ambiente o NUmero de raizes Massa seca total ()
principal (cm)

Luz 1,21b 1,71a 0,014a

Escuro 1,93a 1,47b 0,009b

Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

O comprimento da brotacdo € uma variavel muito importante, uma vez que esta
diretamente relacionada com o nimero de nos que serdo recuperados em novas brotacdes, quando
colocados em ambientes luminosos (MOREIRA et al., 1999).

Com relacdo ao numero de raizes e a massa seca total, maiores valores foram
registrados em ambiente luminoso, com médias de 1,71 raizes e 0,014g de biomassa seca.

O melhor desempenho dessas variaveis em ambiente na presenca de luz pode ser
devido ao fato da luz prover condi¢cbes ambientais favoraveis ao processo fotossintético, pelo
qual a planta obtém energia necessaria ao seu crescimento e desenvolvimento. Assim, a luz atua
como um sinal que induz mudancas na plantula, de forma a facilitar o crescimento das raizes e
capacita a planta para captura eficiente de energia luminosa e transforma-la em acUcares,
proteinas e lipideos necessarios ao seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O ndmero de raizes mostrou-se ainda significativo para a interacdo entre
concentracdes de BAP e de ANA. Na analise de regressdo, 0 modelo matematico mais adequado
foi o linear, com coeficientes de determinacdo de 0,9286; 0,9678 e 0,9964 para as doses de 0,0;

1,0 e 2,0 mg L™ de ANA, respectivamente (Figura 3).



69
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Figura 3 — NUmero de raizes em plantulas de Phalaenopsis sp., desenvolvidas em meio de cultura MS em func¢do da

concentracdo de BAP e ANA, aos 150 dias de cultivo in vitro. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, 2013

De um modo geral, 0 nimero de raizes decresce independente da concentracdo de
ANA, quando a concentracdo de BAP aumenta, visto que os maiores valores dessa variavel
concentram-se na auséncia de BAP. Barrueto Cid e Teixeira (2010) afirmam que ANA é utilizada
na cultura de tecidos na inducdo de calos e no enraizamento; ja o BAP tem uso difundido na
inducdo de brotos, entretanto pode inibir a inducéo de raizes em culturas in vitro.

Dias et al. (2011), que estudando concentracbes de reguladores vegetais no
estiolamento de Ananas comosus var. ananassoides, verificaram maior nimero de raizes na
auséncia do regulador de crescimento BAP. No cultivo in vitro de macela (Egletes viscosa),
Diniz et al. (2003) observaram que a adicdo de BAP promoveu uma reducdo no namero de
explantes com raizes.

As raizes sdo rotineiramente induzidas em resposta a aplicacdo de auxinas dentro de
estratégias de regeneracdo de plantas e a formacao desses 6rgaos pode ser regulada por maiores

valores na relacdo auxina/citocinina (LEMOS, 2010).
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4 CONCLUSOES

O estiolamento de segmento nodais de plantulas é vantajoso para a produgdo de
brotaces in vitro de orquideas do género Phalaenopsis.

O numero de brotos em plantulas de Phalaenopsis sp. foi superior no ambiente em
auséncia de luz, com a utilizacdo de 2,0 mg L™ ou mais de BAP e o nimero de nds por broto
com 1,0 mg L™ ou mais de ANA.

O cultivo in vitro no escuro é necessario para a inducdo ao estiolamento in vitro de
plantulas de orquidea (Phalaenopsis sp.) visto que proporcionou os melhores valores para o
comprimento da brotac&o principal.

A massa seca foi superior em ambiente na presenca de luz no cultivo in vitro de

Phalaenopsis sp.

A ndo adicdo de BAP, ao meio de cultura, é adequada para a formacéo de raizes no

cultivo in vitro de orquidea (Phalaenopsis sp.) em ambiente na presenca de luz.
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